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RESUMO

O desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas administradas por via oral de farmacos de
baixa solubilidade aquosa, como a griseofulvina (GSF), requer a aplicagdo de estratégias que
possam melhorar a dissolugao destes no trato gastrointestinal. Dentre estas estratégias
destacam-se os sistemas supersaturados de liberagdo de farmacos, tais como sistemas amorfos.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade de novos carreadores de
baixa massa molar em estabilizar solugdes supersaturadas de GSF, melhorar a sua dissolugdo e
estabilizar solidos amorfos deste farmaco. Dentre os 5 aminoacidos testados, somente o
triptofano (TRYP) foi capaz de inibir a recristalizacdo do farmaco em solugdes supersaturadas,
proporcionando um aumento de 12% na area sob curva (AUC) do perfil de precipitagdo em
meio biorrelevante simulando o fluido intestinal em jejum (FaSSIF). Um sistema amorfo
homogéneo de GSF e TRYP (GSF-TRYP BM), com um elevado valor de transicdo vitrea
(Tg: 113 °C), foi obtido por moagem em moinho de bolas (propor¢do GSF:TRYP 1:1 M).
Ensaios de espectroscopia no infravermelho indicaram a formag¢do de interagdes
intermoleculares de hidrogénio entre o firmaco e o carreador na amostra GSF-TRYP BM. Esse
sistema melhorou a dissolu¢do do firmaco (aumento na AUC de 89% em FaSSGF e 58% em
FaSSIF) nos ensaios cinéticos de solubilidade e mostrou-se estavel na forma amorfa por 1 ano
em dessecador. Na etapa seguinte deste trabalho foi avaliada a capacidade de adogantes em
estabilizar solugdes supersaturadas de GSF e melhorar a dissolugdo do farmaco. Dentre os
adocantes testados, sobressairam-se a sacarina (SAC) e o 4cido glicirrizico (GA). A SAC
reduziu levemente o comportamento de dessupersaturagio do farmaco em FaSSIF,
proporcionando uma aumento de 20 % na AUC do perfil de precipitacdo. Tanto uma
formulacdo amorfa (GSF-SAC QC) quanto uma mistura eutética (GSF-SAC EM)
desenvolvidas com esse carreador (propor¢ao GSF:SAC 1:1 M) foram capazes de dissolver o
farmaco em concentracoes acima da sua solubilidade em FaSSIF, atingindo taxas de
supersaturagdo de 4,14 e 3,15, respectivamente. Estudos de fluorescéncia mostraram uma leve
alteragcdo na hidrofobicidade do meio biorrelevante na presenga da SAC, a qual favoreceu a
dissolu¢do do farmaco no meio. Nos estudos de estabilidade em temperatura ambiente, a
formulacao GSF-SAC QC permaneceu predominante amorfa por 150 semanas mostrando que
a presenca da SAC retardou a recristalizagdo do fArmaco apesar de sistema apresentar um valor
de Ty (55 °C) menor que o do farmaco amorfo isolado (86 °C). O GA proporcionou uma
inibicdo da precipitacdo efetiva do farmaco em solugdes supersaturadas de GSF tanto em
tampdao pH 6,5 quanto em meio biorrelevante (aumento na AUC de 20 e 9 vezes,
respectivamente). Estudos de solubilidade, fluorescéncia, espalhamento de luz dinamico, e
ressondncia magnética nuclear mostraram que o GA interage com os componentes do meio
biorrelevante e com o farmaco, alterando a solubilidade do fArmaco no meio, a polaridade do
microambiente e as caracteristicas das espécies coloidais em solugdo. Foram desenvolvidas
dispersdes solidas amorfas de GSF com GA, tanto na forma neutra do carreador (GSF-GA BM)
quanto ionizada (pH 6,5, GSF-GAion BM), por moagem em moinho de bolas. A interacdes
entre a GSF, o GA e o meio biorrelevante contribuirem para que altas concentragdes de firmaco
fossem atingidas durante os ensaios de dissolucdo de dispersdes solidas de GSF com GA,
levando a uma separacao de fases das solucdes supersaturadas e formando agregados coloidais
do farmaco em solucao. No entanto, a forma ionizada do GA proporcionou uma maior liberagao
do farmaco em comparacdo a forma ndo ionizada. A formulagdo GSF-GAion BM atingiu
concentragdes de GSF de = 500 ug mL"' em FaSSIF, além de proporcionar uma melhor
estabilizacao dos coloides, mantendo-os com tamanho relativamente estaveis por 4 horas.

Palavras-chave: Griseofulvina. Sistemas amorfos. Mistura eutética. Supersaturagao.
Inibidores de precipitagdo. Aminodcidos. Sacarina. Acido Glicirrizico.






ABSTRACT

The development of pharmaceutical formulations for oral administration containing poorly
water-soluble drugs, such as griseofulvin (GSF), requires the usage of strategies to improve
drug dissolution in gastrointestinal fluids. Along with the strategies used stood out
supersaturating drug delivery systems as amorphous systems. In this context, the aim of this
work was to investigate the ability of new carriers of low molecular weight to stabilize
supersaturated solutions of GSF, to improve its dissolution, as well as to stabilize amorphous
systems containing GSF at the solid-state. Among the 5 amino acids evaluated, only tryptophan
(TRYP) was able to delay drug’s recrystallization in supersaturated solutions, affording an
increase of 12% in the area under the curve (AUC) of the precipitation profile in FaSSIF. A
homogeneous amorphous system of GSF and TRYP (GSF:TRYP BM), with high glass
transition temperature (Tg: 113 °C), was developed by ball milling technique (GSF:TRYP
proportion 1:1 M). Studies of infrared spectroscopy indicated the formation of hydrogen
bonding intermolecular interactions between the drug and the carrier in the GSF-TRYP BM
system. This formulation enhanced the drug dissolution (AUC increase of 89% in FaSSGF and
58% in FaSSIF) in the kinetic solubility studies and remained stable for 1 year in a desiccator.
In the next step of this work, it was evaluated the sweetener’s ability to stabilize supersaturated
solutions of GSF ad improve drug dissolution. Saccharin (SAC) and glycyrrhizic acid (GA)
showed best results compared to other sweeteners tested. SAC slightly reduced drug
desupersaturation behavior in biorelevant medium, affording an AUC increase of 20% in the
drug precipitation profile. Either an amorphous formulation (GSF-SAC QC) or a eutectic
mixture (GSF-SAC EM) developed with this carrier (GSF:SAC proportion 1:1 M) dissolved at
concentrations above drug solubility in FaSSIF, achieving supersaturation ratios of 4.14 and
3.15, respectively. Fluorescence studies showed that the presence of SAC slightly changed the
medium hydrophobicity in FaSSIF, turning it more favorable for the drug dissolution. In the
stability studies at room temperature, the formulation GSF-SAC QC remained predominantly
amorphous for 150 weeks, showing that the presence of SAC slowed down the drug’s
recrystallization even though the system has a lower Ty value (55 °C) than the neat amorphous
drug (86 °C). The GA demonstrated a strong ability to inhibit drug precipitation in buffer pH
6.5 and biorelevant medium (AUC increase of 20 and 9 times, respectively). Studies of
solubility, fluorescence, DLS and NMR revealed that GA interacts with the biorelevant medium
components and the drug, which led to changes in the drug solubilization, the
microenvironment polarity and the characteristic of solution colloidal species. Amorphous solid
dispersions of GSF with GA were developed using the ball milling technique, either with the
carrier in the neutral form (GSF-GA BM) or the ionized form (pH 6.5, GSF-GAion BM). The
interactions between GSF, GA and biorelevant medium contributed to achieve high drug
concentrations during the dissolution studies of the amorphous solid dispersions, leading to
phase separation of the supersaturated solutions and forming colloidal aggregates of the drug
in solution. However, the ionized form of GA provided a greater release of the drug compared
to the non-ionized form. The formulation GSF-GAion BM reached GSF concentrations of =
500 ug mL!, in addition of providing better colloid stabilization, keeping them relatively stable
in size for 4 hours in biorelevant medium.

Keywords: Griseofulvin. Amorphous systems. Eutectic mixture. Supersaturation. Precipitation
inhibitors. Amino acids. Saccharin. Glycyrrhizic acid.
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Griseofulvina

Isomalte

Laboratdrio de Controle de Qualidade de Farmacos e Medicamentos da UFSC
Laboratdrio de Catalise e Fenomenos Interfaciais da UFSC

Laboratorio Central de Microscopia Eletronica da UFSC

Maltitol

Massa molar

Milimolar

Microscopia de luz polarizada, do inglés polarized light microscopy

Quench cooling



RMN Ressonancia Magnética Nuclear

SAC Sacarina

SEM Microscopia eletronica de varredura, do inglés scanning electron microscopy

SDDS  Sistemas supersaturados de liberagdo de farmacos, do inglés supersaturating drug
delivery systems

SCBDF Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica de Distribui¢do de Farmacos

T Temperatura de transi¢do vitrea

TRYP  Triptofano

XRPD  Difragdo de raios X de po, do inglés X-ray powder diffraction
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, diferentes técnicas de screening tem favorecido a identificagao
de varios compostos bioativos com alta lipofilicidade e elevada massa molecular, os quais
possuem uma solubilidade aquosa cada vez menor. Esta baixa solubilidade tem um grande
impacto sobre a biodisponibilidade de farmacos administrados por via oral. Dessa forma, ¢ de
suma importancia desenvolver estratégias que melhorem a solubilidade e dissolucao destes
compostos. Nesse sentido, diversas estratégias tém sido desenvolvidas tais como sistemas
amorfos, sais, cocristais, solubilizagdo em surfactantes, complexagdo com ciclodextrinas, entre
outras. Porém, muitas dessas abordagens apresentam ainda limitagcdes como a diminui¢do da
permeabilidade do farmaco através das membranas celulares, instabilidade na fase solida ou
rapida transi¢do de fase no estado sélido ou em solugdo (ALMEIDA E SOUSA et al., 2016;
BOYD et al,, 2019; DAHAN et al., 2016).

Estudos tém demonstrado que a manutencdo de um estado temporario de
supersaturagao (quando a concentragao do soluto dentro da solugao ¢ superior a solubilidade de
equilibrio termodinamico) pode ser suficiente para promover uma melhor absor¢ao desses
farmacos pouco soltiveis em agua. Essa estratégia pode proporcionar um aumento da
concentracdo de farmaco livre disponivel para permear as membranas bioldgicas no trato
gastrointestinal (TGI). Dessa forma, sistemas supersaturados de liberacdo de farmacos (SDDS,
do inglés supersaturating drug delivery systems), capazes de formar solu¢des supersaturadas,
sdao atualmente considerados promissores para permitir uma melhor absorcdo de farmacos
pouco soluveis, quando esta condi¢do for mantida por um tempo prologando (BEVERNAGE
etal., 2013; BOYD et al., 2019; TAYLOR; ZHANG, 2016).

Dentre os sistemas capazes de gerar solugdes supersaturadas durante a dissolugdo,
destacam-se os sistemas amorfos. Contudo, devido a sua instabilidade fisica, s6lidos amorfos
geralmente necessitam ser associados a agentes carreadores que possam estabilizar essas
formulagdes. Polimeros sdo frequentemente utilizados na estabilizacdo de sistemas amorfos.
No entanto, polimeros hidrofilicos podem apresentar alta higroscopicidade, levando a
absor¢do/adsorcdo de umidade quando incorporados a esses sistemas. A agua atua como
plastificante reduzindo a temperatura de transicao vitrea de sistemas amorfos, culminando
muitas vezes em separacao de fases e recristalizagdo. Devido a solubilidade limitada de
farmacos nos polimeros, frequentemente, grandes quantidades de carreador (es) se fazem

necessarias para estabilizar sistema amorfos, conduzindo a grandes volumes de massa nas
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formas farmacéuticas finais. Essa alta carga de polimero dificulta principalmente o uso desses
carreadores com farmacos de alta dosagem, como ¢ o caso da griseofulvina (GSF), fato que
vém dificultando a sua aplicagdo na terapéutica (LOBMANN et al., 2013; VASCONCELOS et
al., 2016; WARREN et al., 2010).

A GSF, farmaco utilizado neste estudo, apresenta baixa solubilidade aquosa e alta
permeabilidade, classificada pelo Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) e pelo
Sistema de Classificagao Biofarmacéutica de Distribuicao de Farmacos (SCBDF) como classe
II em ambos, devido baixa solubilidade aquosa e extensiva metabolizagdo (BENET;
BROCCATELLI; OPREA, 2011). A GSF ¢ um antifingico de baixo custo utilizado no
tratamento de micoses de pele, cabelo e unha, que demonstra eficacia e seguranga na
administracao por via oral (MURDANDE et al.,, 2011; TEY; TAN; CHAN, 2011). As
limitacdes biofarmacéuticas desse farmaco podem ser contornadas pelo uso de estratégias
tecnologicas como a obten¢dao de SDDS. Uma adequada selegao de carreadores de baixa massa
molar, bem como da propor¢ao entre firmaco-carreadores, pode gerar sistemas amorfos que se
mantenham estaveis durante um armazenamento a longo prazo, e que sejam capazes de
promover uma condi¢ao de supersaturagdo intraluminal do farmaco.

Neste sentido, ressalta-se a importancia de avaliar novos carreadores hidrofilicos em
sistemas amorfos que tanto possam atuar na estabilizagdo no estado solido, na melhoria da
dissolu¢do do farmaco, quanto na inibi¢do da precipitacdio do farmaco em condigcdes
supersaturadas.

Os resultados demonstrados nesta tese de doutorado foram decorrentes de
experimentos e investigacdes realizados na a) Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC,
campus de Floriandpolis- SC), em diversos laboratorios de diferentes departamentos desta
universidade; b) UNIVILLE (Joinville- SC) e ¢) Purdue University (Indiana- EUA). O projeto
recebeu contribuicdo da agéncia de fomento CAPES na forma de bolsa de doutorado para a
aluna/pesquisadora no Brasil, sob supervisdo da profa. Dra. Hellen Karine Stulzer (UFSC), e
de bolsa de estagio doutoral sanduiche de 6 meses, sob supervisao da profa. Dra. Lynne S.

Taylor (Purdue University).
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1.1  OBIJETIVOS

Obter sistemas supersaturados de liberagdo do farmaco griseofulvina associado a
carreadores de baixa massa molar que possuam a capacidade de promover condi¢des de

supersaturagao € que proporcionem uma estabilidade fisica por um tempo prolongado.
1.1.1 Objetivos especificos

*Determinar experimentalmente a solubilidade do fdrmaco cristalino em diferentes
meios de dissolug¢ao, incluindo solucdes contendo diferentes carreadores;

*Avaliar a capacidade dos diferentes carreadores em atuar como inibidores de
precipitagdo em solugdes supersaturadas de GSF através do método solvent shift;

*Selecionar o (s) carreador (es) com potencial para a obtengdo de SDDS;

*Selecionar a técnica mais adequada para a obtengdo dos SDDS levando em
consideragao caracteristicas como solubilidade, ponto de fusdo e estabilidade do farmaco e dos
carreador (es);

*Obter SDDS contendo o farmaco isolado e em associagao com diferentes carreadores;

*Caracterizar os sistemas obtidos por técnicas do estado solido: difracdo de raios-X de
p6 (XRPD), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR), microscopia de luz polarizada (PLM) e microscopia eletronica de
varredura (MEV);

*Avaliar a solubilidade cinética dos sistemas obtidos em tampao pH 6,5 e meios
biorrelevantes em condi¢do nao sink;

*Analisar a estabilidade fisica dos sistemas amorfos por XRPD a fim de investigar a

ocorréncia de recristalizagdo durante o armazenamento das amostras.
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2 CAPITULO I: REVISAO DA LITERATURA

2.1 A QUESTAO BAIXA SOLUBILIDADE AQUOSA DE FARMACOS E SEU
IMPACTO NA BIODISPONIBILIDADE ORAL DE MEDICAMENTOS

Uma grande parcela dos compostos farmacéuticos contemporaneos possui
propriedades fisico-quimicas que podem resultar em baixa estabilidade quimica no trato TGI,
baixa solubilidade aquosa e/ou solubilidade variavel nos fluidos gastrointestinais em jejum e
no estado alimentado e, eventualmente, baixa permeabilidade intestinal. Estes fatos tém sido
atribuidos ao uso de abordagens de modelagem molecular e de triagem em larga escala que
levaram a descoberta de um ntimero elevado de compostos com atividade terapéutica, porém
requerendo algumas caracteristicas especificas para que possam atingir ligantes endogenos, tais
como a alta lipofilicidade de farmacos (BOYD et al., 2019; WEBSTER; JACKSON; BELL,
2017; WILLIAMS; WATTS; MILLER, 2016).

A alta lipofilicidade de farmacos e a sua consequente baixa solubilidade aquosa,
geralmente, ocasionam lenta dissolu¢do no TGI e podem prejudicar a absor¢ao de farmacos,
por vezes requerendo a utilizagdo de uma maior dose do fa&rmaco. No entanto, o uso de altas
dosagens diarias do farmaco pode resultar em uma alta variabilidade na biodisponibilidade e
aumentar o risco de toxicidade aos pacientes (KERNS; DI, 2008; WILLIAMS; WATTS;
MILLER, 2016). Assim, a recorrente baixa solubilidade aquosa de fairmacos tornou desafiador
o desenvolvimento de formas farmacéuticas orais de novos medicamentos (WEBSTER;
JACKSON; BELL, 2017; WILLIAMS; WATTS; MILLER, 2016).

A solubilidade de equilibrio ou solubilidade termodindmica ¢ definida como a
concentragdo de saturacdo de um soluto em solu¢do, sob temperatura (T) e pressdo constantes.
E obtida através do equilibrio entre a fase sélida e a solugdo saturada. Este equilibrio balanceia
a energia obtida através de interacdes de moléculas do solvente e do soluto entre si mesmos
com a energia obtida através de interagdes do solvente e do soluto um com o outro. Para que
um soluto se dissolva (Equacdo 1) € necessario que a energia livre do processo de solubilizacao
(AG gissol) seja negativa, considerando as parcelas de contribuigdo entalpica (AH gissol) ©
entropica (ASdissol). A parcela de contribuicao entdlpica (AH gissol) do processo refere-se as
interacdes especificas entre solvente e soluto, considerando que para mover uma molécula de
farmaco para uma solu¢do aquosa devem ser quebradas as interagdes entre as suas moléculas

no cristal (energia de rede) e as interagdes entre as moléculas do solvente aquoso num espaco
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necessario para acomodar o soluto. Quando isso acontece, a entropia (ASgissol) do sistema
aumenta ligeiramente porque a rede ordenada de ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de
solvente foi interrompida. Porém, assim que as moléculas do fairmaco sdo envolvidas pelo
solvente aquoso, as interagdes formadas entre o soluto e o solvente (energia de solvatagdo)
estabilizam o sistema. Assim, a parcela de contribuicao entropica (AS dgissol) para a dissolugao de
um soluto ¢ decorrente dessa dispersao do soluto no solvente, a qual ¢ acompanhada por a um
aumento no grau de desordem, e também do aumento no ordenamento do solvente em torno do
soluto. Esse segundo fator ocorre, por exemplo, em solu¢des aquosas de compostos
hidrofébicos ou i6nicos, nos quais as moléculas do solvente se organizam na forma de gaiola
ou cluster ao redor de moléculas do soluto hidrofobico, ou se organizam fortemente ao redor

dos ions, respectivamente (NETZ; ORTEGA, 2002; WEBSTER; JACKSON; BELL, 2017).

AGaissor = AHgissor — T.ASgissor (Equagdo 1)

Diversos outros fatores influenciam na solubilidade de farmacos, tais como a natureza
do soluto e/ou do solvente, tipos de interagdes quimicas entre estes, forma da molécula, area
superficial, pH, entre outros (NETZ; ORTEGA, 2002; WEBSTER; JACKSON; BELL, 2017).
Assim, um ampla gama de abordagens quimicas, fisicas ou de formulagdo tem sido exploradas
pela industria farmacéutica para contornar a baixa solubilidade de farmacos (BABADI et al.,
2021; BOYD et al., 2019; WILLIAMS et al., 2013), sendo as principais representadas na Figura
1).

Diversas dessas estratégias, incluindo o uso de polimorfos metastaveis, sais, cocristais
e sistemas amorfos, sdo considerados sistemas supersaturados de liberagdo de farmacos
(SDDS). Estes sistemas possuem o farmaco em formas de alta energia ou outras formas de
dissolu¢do rapida, que propiciam a geracdo de concentragdes intraluminais acima da
solubilidade de saturacdo (ALMEIDA E SOUSA et al., 2016; BEVERNAGE et al., 2013). Esta
condicdo ¢ temporaria, porém, percebeu-se que quando solucdes supersaturadas de farmacos
(concentracdo de soluto em solucdo superior a solubilidade de equilibrio termodindmica) sdo
mantidas por um tempo prologando no TGI, estas podem ser suficientes para promover uma
melhor absor¢do de fairmacos com baixa solubilidade aquosa (BROUWERS; BREWSTER;
AUGUSTIINS, 2009; DAHAN et al., 2016; WEBSTER; JACKSON; BELL, 2017; WILSON
etal., 2018).
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Figura 1. Diagrama esquematico que ilustra as estratégias de formulagdo comumente
utilizadas contornar a baixa solubilidade de farmacos.
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2.2 SOLUCOES SUPERSATURADAS

A condicdo de supersaturacdao pode acontecer espontaneamente no TGI durante a
dissolugdo de bases fracas. Devido a ionizagdo em baixo pH, ocorre uma elevada solubilizagao
de bases fracas no estdbmago, porém ao atingir o intestino delgado o valor de solubilidade desses
compostos ¢ reduzido devido ao aumento do pH do meio. Como consequéncia, as bases fracas
podem estar soliveis em concentragdes acima da sua solubilidade no intestino (BROUWERS;
BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009).

Solugdes supersaturadas possuem um potencial quimico (pn) aumentado em

comparagdo a condicdo de equilibrio (solugdo saturada), sendo consideradas sistemas
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metaestaveis visto que ¢ bem estabelecido na termodinadmica que materiais ou sistemas com
maior potencial quimico tendem a converter-se na forma de menor potencial quimico. Nesse
contexto, os potenciais quimicos de um farmaco no seu estado dissolvido e nao dissolvido sdo
de grande importancia. O potencial quimico de um farmaco, por exemplo, pode ser representado
pela mudanca na energia de Gibbs em fungdo da alteracdo na sua quantidade, mantendo
constantes todos os outros fatores (composicdo quimica restante, temperatura e pressdo). A
mudanga de potencial quimico para que um farmaco se dissolva pode ser dada pela Equagao 2,
na qual, quando o potencial quimico do farmaco ndo dissolvido ¢ maior que do farmaco
dissolvido, a solugdo esta abaixo da solubilidade de saturagdo ¢ ocorrera uma dissolugdo do
farmaco. Por outro lado, se o potencial quimico da forma dissolvida do farmaco for maior que
o da forma nao dissolvida, esta solugdo estd supersaturada e uma precipitacio pode ser

favorecida (ATKINS; DE PAULA; KEELER, 2018; BELLANTONE, 2014).

Au = (ﬂférmaco dissolvido) - (:uférmaco nio dissolvido) (Equagio 2)

Consequentemente, solucdes supersaturadas sdo termodinamicamente instaveis e
tendem a regressar ao equilibrio (potencial quimico mais baixo). Essa diferenca de potencial
quimico entre as solugdes supersaturadas e saturadas serve como forga motriz para a nucleagao
e, consequente, precipitacdo de sélidos amorfos ou cristalinos (BEVERNAGE et al., 2013;
DENGALE et al., 2016; LAITINEN et al., 2017, TAYLOR; ZHANG, 2016). As taxas de
nucleacdo e precipitacdo, em relagdo a taxa de dissolucdo da formulagdo, sdo considerados
parametros-chave para a manuten¢ao de uma condi¢ao supersaturada (PRICE et al., 2018).

A energia de ativacdo necessdaria para a nucleagdo pode ser atribuida a alta tensado
interfacial entre o solvente e pequenos aglomerados do fArmaco com alta curvatura. Apos essa
barreira energética, os aglomerados podem crescer e formar cristais macroscopicos,
provocando a reducdo da concentracdo em solucdo. Esse crescimento envolve a difusdo das
moléculas de uma solugdo supersaturada para a interface cristalina, e a integra¢do dessas
moléculas na estrutura do cristal (a qual é acompanhada pela dessolvatagdo dessa interface)
(BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009; RODRIGUEZ-HORNEDO; MURPHY,
1999).

Formulagdes supersaturadas bem-sucedidas, nas quais a nucleagdo e crescimento de
cristais sdo inibidos ou retardados, podem se dissolver rapidamente e extrapolar uma
concentracdo chamada de “solubilidade do amorfo”. A “solubilidade do amorfo” seria a
maxima concentragdo livre do fArmaco que € miscivel em uma solugdo supersaturada, antes que

uma separagao de fases ocorra. Apds essa concentracao, uma separacao de fase liquido-liquido
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(LLPS) ou amorfo-liquido (GLPS) pode ser favorecida cineticamente, levando a separacao de
moléculas de fArmaco em “goticulas” ricas de farmaco na fase aquosa. O sistema se separara
espontaneamente através de uma decomposicao espinodal, com uma menor alteracao de energia
(flutuacao de concentragdao). Essa nova fase passa a existir em um pseudo-equilibrio com o
meio de dissolugdo, na forma de agregados coloidais do farmaco, ou de precipitado amorfo.
Esses estados de LLPS ou GLPS tém uma energia menor que a solu¢do supersaturada e, por
i1sso, sdao favorecidos termodinamicamente, quando ndo ocorre uma recristalizagdo rapida
(ALMEIDA E SOUSA et al., 2015; PRICE et al., 2018; PUROHIT, 2017).

O resumo das transi¢des de fases que podem ocorrer durante a dissolugdo de um SDDS
estéd ilustrado na Figura 2. Uma recristalizagdo rapida pode ocorrer em uma concentragao de
farmaco acima da solubilidade cristalina, mas abaixo da solubilidade amorfa, como também
acima da solubilidade do amorfo. Se a concentracao exceder a solubilidade do amorfo ¢ a taxa
de recristalizacdo do farmaco for lenta, uma separacdo de fases via LLPS ou GLPS pode gerar
uma solugao de 2 fases. A formagao de LLPS ou GLPS contribui para que a solugdo permanega
supersaturada, com uma concentragao correspondente a solubilidade do amorfo até que ocorra
a recristalizagao. Com o tempo ocorre uma dessupersaturacao da concentragao em solugao, até
que a solubilidade cristalina seja alcancada (TAYLOR; ZHANG, 2016).

Figura 2. Ilustracdo esquematica das transi¢oes de fase que podem ocorrer em uma solucao
supersaturada gerada por um sistema supersaturado de liberagdo de farmaco.
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Consequentemente, para que uma solucao supersaturada seja mantida por um tempo
suficiente para promover a absorcdo do farmaco, muitas vezes, necessita-se de
carreadores/aditivos capazes de inibir ou retardar a precipitagdo em solugdo. Um inibidor de
precipitacao visaria evitar qualquer precipitacdo em uma solugdo supersaturada, no entanto, o
efeito desse aditivo na sustentagdo de LLPS e GLPS também pode ser relevante. Assim sendo,
os inibidores de precipitacao ideais deveriam atuar impedindo os processos de recristalizagao,
interrompendo a precipitagdo, ou mantendo a vida Util dos agregados amorfos obtidos
(BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009; PRICE et al., 2018; TAYLOR; ZHANG,
2016; WARREN et al., 2010).

Geralmente, apenas a forma livre do farmaco em solucdo ¢é capaz de permear através
das membranas bioldgicas. Contudo, tem sido relatado que a formacdo desses agregados
coloidais do farmaco, ou precipitados amorfos, em condigdes de supersaturacdo pode atuar
como uma espécie de reservatorio. Assim, estes poderiam repor a concentragdo de moléculas
livrte em solucdo a medida que o farmaco permeia através das membranas bioldgicas.
Consequentemente, os processos de LLPS e GLPS prolongam a vida util de altas concentragdes
de moléculas livres em solucao, de tal forma que concentragdes elevadas podem ser alcancadas
por longos periodos. A medida que o tempo passa, as moléculas do farmaco presentes nesses
agregados amorfos também tendem a recristalizar (JACKSON et al., 2016; PRICE et al., 2018;
TAYLOR; ZHANG, 2016).

Os principais mecanismos de inibi¢do de precipitacdo, frequentemente reportados,
para polimeros e surfactantes sao:

e reducdo do grau de supersaturagdo através do aumento da solubilidade (inibindo a

nucleacao e crescimento dos cristais);

e aumento da viscosidade do meio, levando a uma redu¢ao da mobilidade molecular
(diminuindo a nucleacao) e uma reducao do coeficiente de difusdo (diminuicao do
crescimento do cristal);

e aumento da energia interfacial entre aglomerado e o solvente (diminui a
nucleacao);

e alteracdo da camada de adsor¢do da interface cristalina, por exemplo, pela
adsorcao do carreador sobre a superficie do cristal impedindo assim o crescimento

dos cristais. Este fato pode ser acompanhado de modifica¢des de habito cristalino;
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e alteracdo do nivel de solvatagdo da interface cristalina, afetando assim a integracao
das moléculas a estrutura cristalina (BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIJINS,
2009; LIU; TAYLOR; EDGAR, 2015; PRICE et al., 2018; WARREN et al., 2010).

2.3  SISTEMAS AMORFOS

Dentre os diversos sistemas capazes de promover supersaturagdo do farmaco durante
a dissolugao no TGI destacam-se os sistemas amorfos. Estes sistemas sdo definidos pela
auséncia de ordem especifica, enquanto sistemas cristalinos s3o descritos como tendo simetria
tridimensional de longo alcance. A uma temperatura constante, o aumento da distancia média
entre as moléculas de um sistema amorfo reduz a magnitude das forcas de atragdo farmaco-
farmaco, reduzindo também o niimero de moléculas mais proximas, assim a energia de ativacao
necessaria (a partir do solvente) para a dissolugcdo do farmaco ¢ reduzida. Dessa forma, esses
sistemas promovem elevadas taxas de dissolucdo de farmacos, levando frequentemente a
formacgao de solucdes supersaturadas (BELLANTONE, 2014; PANDI et al., 2020; SUN; WEN;
TAYLOR, 2016).

Soélidos amorfos possuem alta entalpia e energia livre, além de mobilidade molecular
aumentada, em comparacao aos seus homologos cristalinos. Caracteristicas essas que, por um
lado, proporcionam um aumento da solubilidade aparente, da taxa de dissolu¢do e
supersaturagdo do farmaco. Por outro lado, desempenham um papel crucial na instabilidade
desses sistemas, uma vez que, nao estando em equilibrio, a forma amorfa tende a relaxar em
direcdo a baixa entalpia, sendo considerada uma forma metaestadvel (BELLANTONE, 2014;
TAYLOR; ZHANG, 2016).

Sistemas amorfos sdo equivalentes a formas vitreas, seu padrdo molecular pode ser
comparado a um liquido congelado com alta viscosidade, no qual a viscosidade aumenta a
medida que a temperatura diminui. Abaixo da sua temperatura de transi¢do vitrea (Tg), o
volume, a capacidade calorifica e a viscosidade mudam abruptamente. Um aumento na
viscosidade de 6 ordens de magnitude ou mais ocorre em uma faixa de temperatura 5-10 °C
abaixo da Tg. O armazenamento de um sistema amorfo 50 °C abaixo da sua T, geralmente,
assegura sua estabilidade fisica, devido a mobilidade molecular reduzida a esta temperatura. No
entanto, esta regra nem sempre se aplica e a recristalizagdo ainda pode ocorrer a temperaturas
muito abaixo da Ty para alguns compostos (HUANG et al., 2017; WILLIAMS et al., 2013;
YOSHIOKA; HANCOCK; ZOGRAFI, 1994).
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Devido a sua instabilidade fisica, so6lidos amorfos geralmente necessitam ser
associados a carreadores/excipientes que possam estabilizar essas formulagdes, formando assim
dispersoes solidas amorfas. Neste sentido, polimeros hidrofilicos tém sido amplamente
utilizados nessas formulacdes farmacéuticas (VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA,
2007). Porém, diversas limitacdes ainda sdo encontradas para o uso destes carreadores na
estabilizacdo de dispersdes solidas, tais como uma elevada carga de polimero necessaria na
formulacao para promover a liberagdao ou inibir a recristalizagao de alguns farmacos de alta
dosagem, como ¢ o caso da GSF (500 mg). Desta forma, moléculas de baixa massa molar, ndo
poliméricas, tém sido investigadas como estratégias tecnoldgicas para a estabilizagdo de
compostos farmacéuticos amorfos (DENGALE et al., 2016; HAN et al., 2020; LAITINEN et
al., 2017; NEWMAN; REUTZEL-EDENS; ZOGRAFI, 2018).

2.3.1 Coamorfos

Coamorfos sdo dispersdes solidas amorfas compostas por dois ou mais componentes
de baixa molar que formam um sistema homogéneo em uma unica fase amorfa. Estes sistemas
visam superar os problemas associados aos materiais amorfos através da substitui¢ao das usuais
combinagdes entre farmacos e polimeros hidrofilicos por carreadores de baixa massa molar.
Assim, as vantagens de sistemas amorfos em aumentar a solubilidade e a taxa de dissolu¢do de
farmacos pouco soliiveis em 4gua poderiam ser mantidas, assim como uma alta estabilidade
fisica poderia ser alcancada sem o uso de grandes quantidades de carreador (DENGALE et al.,
2016). (DENGALE et al., 2016; LOBMANN et al., 2014; OJARINTA et al., 2017).

Os sistemas coamorfos podem envolver duas combinagdes: farmaco-farmaco e
farmaco-carreador. No primeiro caso, coamorfos podem ser obtidos utilizando dois farmacos
j& utilizados em combinagdo na terap€utica, a fim de obter a estabilizacdo destes na forma
amorfa. No segundo caso, carreadores de baixa massa molar (excipientes da formulacido que
ndo possuem atividade terapéutica) sdo utilizados para preparar sistemas de coamorfos estaveis
que promovam uma rapida dissolu¢do do farmaco (LOBMANN et al., 2014; WU et al., 2021).

Os mecanismos relatados para a estabilizagdo destes sistemas sdo: a solubiliza¢do no
estado solido por meio da formacdo de uma tUnica fase amorfa, a alta miscibilidade entre o
farmaco e excipiente, a formagdo de interacdes intermoleculares de hidrogénio ou idnicas
(formagao de sais amorfos) e o aumento da temperatura de transicao vitrea. A dissolugao de
sistemas coamorfos tem se apresentado superior ao fairmaco cristalino ou amorfo isolado. A
taxa de dissolugdo do fairmaco fracamente solivel ¢ dependente da solubilidade do carreador e

das interagdes moleculares fArmaco-carreador. Algumas formulagdes coamorfas demonstraram
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capacidade de gerar uma estado de supersaturacdo do farmaco, sendo que as interagdes
moleculares contribuem para a prevencao da recristalizacdo induzida por solvente nas solugdes
supersaturadas e para uma liberagdo sincronizada dos componentes da mistura coamorfa
(DENGALE et al., 2016; JENSEN et al., 2016).

Existe uma busca por novos carreadores, sem atividade bioldgica, que sejam seguros
para o0 uso em seres humanos e sejam capazes de estabilizar sistemas amorfos. Outras
caracteristicas desejaveis sao: baixa higroscopicidade, boa solubilidade aquosa, que apresentem
elevada transi¢do vitrea e que sejam capazes de atuar como inibidores de precipitacdo em
condigdes de supersaturacio (DENGALE et al., 2016; LAITINEN et al., 2017; LOBMANN et
al., 2014; NEWMAN; REUTZEL-EDENS; ZOGRAFI, 2018).

Resultados promissores na obtengdo e estabilizagdo de solidos coamorfos foram
previamente reportados através da adi¢do de carreadores como: aminoacidos, tais como
arginina e triptofano, acidos carboxilicos fracos, tais como &cido citrico, tartarico e acido
succinico, bases fracas, tais como meglumina, flavondides, a quercetina, bem como sacarina e
nicotinamida. Estes sistemas oferecem uma oportunidade para estabilizar farmacos sob a forma
amorfa, sem a adi¢cdo de grandes quantidades de excipiente, mantendo assim o volume global
da formulagdo tao baixa quanto possivel. Propor¢des molares de 1:1 sdo geralmente preferidas
em sistemas coamorfos (DENGALE et al., 2016; JENSEN et al., 2015; LOBMANN et al.,
2014; WU et al., 2021).

Aminoécidos sdo pequenas moléculas que desempenham um papel essencial no
organismo, sendo utilizados na sintese proteinas, enzimas e receptores. Aminoacidos sdo um
dos principais componentes da alimentacdo diaria humana (na forma de proteinas) e, por
conseguinte, hd um interesse no uso destes como carreadores na obtengdo de sistemas amorfos.
Pesquisas envolvendo o uso de aminodcidos em coamorfos demostraram melhorarias na
solubilidade de farmacos, boa habilidade em formar sistemas amorfos e capacidade para atuar
na formacao de interagdes i0nicas (formacgao de sais) ou via ligagdes de hidrogénio em baixas
propor¢des molares (HAN et al., 2020; LOBMANN et al., 2014; NEWMAN; REUTZEL-
EDENS; ZOGRAFI, 2018).

H4 poucos relatos na literatura sobre o uso dos agucares ou adocantes como
carreadores em sistemas coamorfos, os quais além de poder melhorar a palatabilidade de
formulacdes farmacéuticas, ainda possuem grupamentos capazes de formar ligagdes de
hidrogénio com os farmacos (GAO et al., 2013; UEDA et al., 2018). Diversos agucares e

adocantes sdo considerados seguros, tendo seu uso recomendado pelo Food and Drug
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Administration (FDA), e ainda fornecem menos calorias que o aglicar, com menor efeito sobre
a glicemia do que outros carboidratos (SUPPLEMENTS; SERVICES; NUTRITION, 2013;
U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020). Dessa forma, o uso destas moléculas
de baixa massa molar como carreadores em formulacdo de sistemas coamorfos pode ser

considerado interessante.
2.4 TECNICAS DE OBTENCAO DE SISTEMAS AMORFOS

A selegao do processo mais adequado para a obtencao de sistemas amorfos depende
das propriedades fisico-quimicas do farmaco e do carreador (solubilidade, estabilidade térmica,
ponto de fusdo e T), visto que cada processo possui suas vantagens e limitagdes. O processo
de obtencdo de dispersdes solidas amorfas impacta diretamente na complexidade de
processamento posterior (por exemplo, tamanho de particula e densidade aparente) e nas
propriedades do medicamento acabado (por exemplo, estabilidade e dissolugdo). Critérios
adicionais que devem ser considerados sdo: a disponibilidade do equipamento, a robustez do
processo de fabricagdo, o impacto no custo dos bens (consumo de energia e dos
equipamentos)(BOYD et al., 2019; PAGE; MAURER; WYTTENBACH, 2016).

As principais rotas para obteng¢ao de sistemas amorfos incluem um resfriamento rapido
apo6s fusdo (métodos de fusdo), ruptura mecanica da rede cristalina (métodos de moagem) e

precipitacdo em solugdo ou secagem (métodos de evaporacao de solvente) (TAYLOR, 2015).
2.4.1 Métodos de fusao

Os métodos de fusdo compreendem a fusdo dos componentes, ou solubilizagdo do
farmaco em um carreador/polimero fundido, seguida de uma solidificagdo do material fundido
através de resfriamento rdpido. Os métodos de fusdo laboratoriais podem ser extremamente
simples. A técnica de quench cooling (QC) ou melt quenching ¢ uma técnica de fusao bastante
conhecida para a producdo de pequenas quantidades de sistemas amorfos de farmacos
termoestaveis para fins de estudo destas formulacdes. Sistema amorfos podem ser obtidos
através da fusdo dos componentes em uma placa quente ou banho de agua. Em seguida, a massa
fundida homogénea pode ser rapidamente solidificada (i) usando um banho de gelo, (ii)
colocando-a em um freezer, (iii) espalhando-a como uma camada fina sobre uma superficie de
aco inoxidavel e aplicando uma corrente de ar frio, (iv) espalhando-a em placas colocadas sobre
gelo seco, (v) por imersdo em nitrogénio liquido ou trituragdo do material em nitrogénio liquido
(crio-moagem), ou ( vi) despejando-a em placas de Petri colocadas a temperatura ambiente
dentro de um dessecador. Apoés a solidificacdo, a mistura precisa ser pulverizada para facilitar

o manuseio (CHAVAN et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2016).
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A técnica de extrusdo por fusdo, do inglés hot melt extrusion (HME) tem sido
explorada como um procedimento de larga escala para produzir dispersdes soélidas ou sistema
amorfos pelo método de fusdo. Esta técnica consiste na extrusdo do farmaco e do (s)
carreador (es), previamente misturados, em alta velocidade de rotagdo, sob a temperatura de
fusdo por um pequeno periodo. O produto resultante ¢ entdo coletado apds resfriamento a
temperatura ambiente e moido na forma de pos ou granulos (SIMOES; PINTO; SIMOES, 2019;
VASCONCELOS et al., 2016).

2.4.2 Métodos de moagem

A técnica de moagem ¢ um processo de alta energia utilizado principalmente para a
reducdo do tamanho de particulas que, dependendo do composto, pode resultar em um produto
de menor tamanho e de reduzida cristalinidade. A reduc¢ao do tamanho das particulas ocorre por
meio da colisdo das particulas com as superficies do equipamento ¢ também entre si.
Dependendo da estrutura do cristal, a moagem pode produzir cristais de tamanhos de particula
pequenos ou os cristais podem perder sua estrutura completamente e formar um sistema amorfo.
Os dois principais mecanismos pelos quais um composto sofre amorfizacdo durante a moagem
sdo a formacao gradual de defeitos nos cristais, que se acumulam até a perda total da ordem de
longo alcance, e a possibilidade de fusdo do composto devido as altas temperaturas locais
produzidas durante a moagem. O processo de amorfizagdo ocorre se a temperatura de operacao
estiver abaixo da Ty da forma amorfa, dado que se a temperatura de processamento estiver acima
da Ty o estado amorfo temporariamente formado tende a se transformar novamente na fase
cristalina estavel (TRASI; BOERRIGTER; BYRN, 2010). Essa descoberta forneceu base para
a utilizagdo da crio-moagem de farmacos com baixa Tg, em que o nitrogénio liquido € usado
para reduzir a temperatura de processamento (CHAVAN et al., 2016).

Os métodos de moagem em moinho de bolas e crio-moagem tém sido amplamente
utilizados em escala laboratorial devido a facilidade de manuseio. As propriedades do produto
final dependem da temperatura de moagem, da estabilidade térmica do farmaco e de sua Tg. Os
beneficios do moinho de bolas incluem baixa degradagdao quimica e alta recuperagdo em
comparagdo com outros métodos de preparagdo. A técnica de moagem em moinho de bolas ¢é
uma alternativa que comprovou sua escalabilidade para sistemas amorfos de um unico
componente. No entanto, esta técnica ainda enfrenta desafios no desenvolvimento de dispersdes
solidas amorfas em escala industrial devido a dificuldade de obtencdo de uma mistura

homogénea no processo em larga escala. A temperatura de moagem ¢ um parametro operacional
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chave para o desenvolvimento de sistemas amorfos por esta técnica, pois os resultados do
processo ¢ do produto dependem dela. O calor gerado durante a moagem pode afetar a
estabilidade do produto, uma vez que o farmaco tende a recristalizar se a temperatura de
processamento subir acima de sua Tg. Além disso, uma elevacdo da temperatura aumenta a
mobilidade molecular do farmaco, o que pode resultar em separacao de fases (BOYD et al.,

2019; CHAVAN et al., 2016).
2.4.3 Métodos de evaporacao de solvente

O processo de obtencao de sistemas amorfos através da evaporacdo de solvente
consiste na solubilizagdo tanto do farmaco quanto do(s) carreador(es) em solventes comuns ou
mistura de solventes, seguido pela rapida remocdo do solvente. Devido a caracteristica
hidrofobica dos farmacos de baixa solubilidade aquosa, geralmente, o uso de solventes
organicos ¢ requerido. Um dos processos laboratoriais utilizados para produzir sistema amorfos
¢ a rotaevaporagdo. Neste processo, o solvente ou a mistura de solventes ¢ removido (a) sob
vacuo, permitindo um processamento rapido da amostra e/ou o uso de solventes com maior
ponto de ebuli¢do. Posteriormente, o produto final é retirado do frasco volumétrico e
pulverizado (CHAVAN et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2016).

Em escala industrial, a técnica de secagem por atomizagdo, conhecida como spray
drying ¢ amplamente utilizada e recebe destaque entre as técnicas utilizadas na obtengdo de
sistemas amorfos. Nesta técnica, uma solugdo contendo farmaco e carreador(es) ¢ bombeada
para dentro da cdmara de secagem através de um atomizador. As goticulas da solugdo atomizada
entram em contato com o fluido de secagem, gis quente (muitas vezes ar), evaporando o
solvente no interior da camara de secagem e em seguida o material seco ¢ separado do meio de
secagem através de um ciclone, sendo recolhido num dispositivo coletor (ALSHEHRI et al.,

2020; SINGH; VAN DEN MOOTER, 2016).
2.5 GRISEOFULVINA
2.5.1 Uso terapéutico

A GSF, farmaco modelo usado neste trabalho, ¢ um antifingico de uso humano e
veterindrio que atua na inibi¢do da fun¢do dos microtibulos do fungo, interrompendo assim o
fuso mitotico. A GSF ¢ utilizada para o tratamento de doengas micoéticas da pele, cabelo e unhas,
devido a Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. A GSF também ¢ eficaz para micoses
de pele, barba, tinea cruris, tinea pedis e tinea corporis causadas por fungos destes géneros. A

GSF ¢ um dos principais farmacos de escolha no tratamento de tinea capitis em criangas,
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enquanto o itraconazol e a terbinafina sdo preferidos no tratamento de onicomicoses. A terapia
topica mostra-se efetiva na maioria dos casos de infeccdes fingicas, no entanto a terapia
sist€émica ¢ requerida no tratamento de tinea capitis ou infecgdes fungicas de base folicular
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2013; MAY et al., 2019; MIKAEILI et al., 2019;
MORIELLO et al., 2017). Enquanto que a maior parte dos antifungicos ¢ conhecida por
ocasionar como desvantagem a toxicidade hepatica, a GSF apresenta uma incidéncia de reagdes
graves muito baixa (ALWIN C. POWERS; ALESSIO, 2011). A GSF demonstra eficacia e
seguranca na administracdo por via oral, além de ser um farmaco de baixo custo comparado
com outros antifungicos (TEY; TAN; CHAN, 2011).

Apesar de ainda ser amplamente recomendada em diretrizes e consensos que abordam
o tratamento de dermatofitoses, as formas farmacéuticas de GSF foram descontinuadas no
mercado de diversos paises por razdes economicas, problemas de formulacao e reducao da
susceptibilidade antifingica, os quais requeriam o uso doses maiores no tratamento ou
tratamentos mais prolongados, etc. (BRASIL.MINISTERIO DA SAUDE., 2002; ELY;
ROSENFELD; STONE, 2014; FULLER et al., 2014; GUPTA; COOPER, 2008; MAYSER et
al., 2020; MOCHIZUKI et al., 2020). No entanto, a frequente resisténcia fingica a multiplos
farmacos (como terbinafina e itraconazol) em dermatofitoses mostram que a GSF pode ser
ainda uma das alternativas no tratamento dessas infeccoes (DE OLIVEIRA et al., 2020; SINGH
et al.,, 2019; TAGHIPOUR et al., 2020). Nas ultimas décadas, estudos envolvendo o
reposicionamento de farmacos demonstraram resultados promissores quanto ao uso de GSF no
tratamento da infec¢do parasitaria esquistossomose (SARHAN et al., 2020), de hepatite viral
(BEHNAM et al., 2020) e como antitumoral, tanto isolada quanto em associagdo com outros
farmacos, ou outras terapias (BEHNAM et al., 2020; HO et al., 2001; YUAN et al., 2020).

Altas dosagens diarias de GSF sdo recomendadas, variando de 2,3 mg/kg (até 500 mg)
para criancas e de 500-1000 mg para adultos. Este farmaco ¢ classificado pelo SCB e pelo
SCBDF como classe II, apresenta baixa solubilidade aquosa, alta permeabilidade e extensiva
metabolizacdo. A sua baixa solubilidade aquosa proporciona uma baixa biodisponibilidade oral,
sendo esta dependente da formulacdo utilizada (ALWIN C. POWERS; ALESSIO, 2011;
BOGNER et al., 2010; RANG, 2016).

2.5.2 Absorc¢ao, distribuicao e excreciao

A administracdo oral de uma dose de 500 mg de GSF produz concentracdes

plasmaticas méximas de ~ 1 ug mL™! em cerca de 4 horas. Os niveis plasmaticos desse farmaco
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sdo bastante variaveis ap6s administragdo por via oral. E reportado que a absorgdo da GSF pode
ser aumentada quando administrada juntamente com alimentos gordurosos de acordo com a
quantidade ingerida, além disso a fracdo de farmaco absorvida também pode variar de 28-100%
dependendo da dose e do tipo de formulagao administrados. A absor¢dao da GSF ocorre
principalmente no intestino delgado (duodeno > jejuno e ileo), com baixo percentual de
absor¢do no estomago e valores insignificantes de absor¢do no colon. A GSF tem um t)
plasmatico de ~ 1 dia. Ap6s administragdo oral de GSF em humanos, foi observado que o
percentual de farmaco excretado na urina variou de 17-44% em 24 h e de 28-66% em 72 h,
dependendo do tipo de formula¢do administrada e que o percentual de farmaco excretado nas
fezes foi em torno de 36 % em 96 h. A GSF ¢ excretada na urina principalmente na forma de
metabolitos, ¢ nas fezes na forma inalterada. Estudos indicam que essa metabolizagdo do
farmaco ocorre principalmente no figado (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2013; LIN;
SYMCHOWICZ, 1975).

A GSF se deposita nas células precursoras da queratina; e mesmo apo6s a diferenciagdo
celular este farmaco permanece ligado a queratina, proporcionando resisténcia prolongada a
invasdo fungica e fazendo com que unhas e cabelos sejam os primeiros a estarem livres da
infeccdo fungica. O suor e a perda de fluido transepidérmico desempenham um papel
importante na transferéncia desse fArmaco para o estrato corneo, uma vez que este farmaco ¢
excretado também através das glandulas sudoriparas (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN,
2013; LIN; SYMCHOWICZ, 1975).

2.5.3 Caracteristicas fisico-quimicas

A GSF, cuja estrutura molecular est4d exposta na Figura 3, ¢ um farmaco neutro (pH
0-14) que apresenta somente grupamentos aceptores de hidrogénio (6), seu pKa teorico (acido)
predito seria de 17,69. A massa molar (MM) da GSF ¢ de 352.77 gmol™ e o log P ¢ 2,1
(ALMEIDA E SOUSA et al., 2015; NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2020). A GSF possui baixa solubilidade em agua e ¢ solivel em solventes
organicos como acetona, cloroféormio, dimetilformamida (MOFFAT; OSSELTON; BRIAN
WIDDOP, 2011; MURDANDE et al., 2011).
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Figura 3. Estrutura quimica molecular da griseofulvina.

Fonte: USP, 2016.

Sao reportados na literatura 3 polimorfos da GSF (Figura 4) e a forma amorfa obtida

por QC, dentre os quais a forma mais estavel ¢ o polimorfo I (AMHARAR et al., 2016; SU et

al., 2018). Um estudo investigou a solubilidade do fA&rmaco cristalino (forma I) e amorfo (LLPS)

em tampdo fosfato a 25°C encontrando valores de 11.55pgmL! e ~356 pgmL™,

respectivamente. Assim, este estudo reporta que a taxa de supersaturacdo maxima ¢ de 31 vezes

a solubilidade da GSF cristalina (ALMEIDA E SOUSA et al., 2015).

Figura 4. Difratograma dos 3 polimorfos de griseofulvina reportados na literatura.
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Fonte: Adaptado de SU et al., 2018.
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Estudos envolvendo a investigagdo do comportamento da GSF em solucdes

supersaturadas mostraram que este farmaco recristaliza rapidamente mesmo na presenca de

polimeros, com baixa tendéncia a gerar uma condicdo de supersaturacdo durante a dissolu¢ao

de SDDS. A GSF exibe alta tendéncia de recristalizagdo também no estado sélido quando na

forma amorfa, mesmo apresentando um valor de temperatura de transi¢ao vitrea relativamente

alto (ALMEIDA E SOUSA etal., 2015; BLAABJERG et al., 2018; CHEN et al., 2015a, 2015b;

OHYAGTI et al., 2017; ZHOU et al., 2008).
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2.5.4 Estratégias usadas para contornar a baixa solubilidade aquosa da griseofulvina

Ao longo dos anos, diversas estratégias de formulagdes foram utilizadas na tentativa
de melhorar a solubilidade e taxa de dissolucao da GSF, dentre os quais citam-se: dispersoes
solidas (CHEN et al., 2015b; OHYAGI et al., 2017; PAS et al., 2018; SARODE et al., 2013;
ZHENG et al., 2019), cocristais (AITIPAMULA et al., 2012), complexagdo com ciclodextrinas
(HBAIEB; KALFAT; CHEVALIER, 2012), formulagdes lipidicas (ALSKAR et al., 2018),
autonanoemulsionaveis (YE et al., 2019), micro e nanoparticulas (LI et al., 2018b; SHAH et
al., 2016), e diversas outras estratégias (AHMED; ABOUL-EINIEN, 2007; TAN et al., 2018).

Golberg e colabores (1965) reportaram a formacdo de uma mistura eutética entre a
GSF e o 4cido succinico (propor¢ao 55:45 m/m) a qual levou a um aumento na velocidade de
dissolugdo do farmaco atingindo concentrag¢des acima da solubilidade do farmaco isolado, tanto
para formulagdes na proporgdo eutética como também utilizando uma maior propor¢ao de
carreador (GOLDBERG; GIBALDI; KANIG, 1966). Resultados semelhantes com relagdo a
melhoria de dissolugdo proporcionada por dispersdes solidas de GSF e 4cido succinico foram
obtidos por Chiou e Niazi (1976), nos quais a velocidade de dissolucdo foi mais acentuada em
dispersdes solidas contendo menor carga de farmaco (CHIOU; NIAZI, 1976). E reportado na
literatura que a apresentagio de GSF presente no mercado dos EUA (GRIS-PEG®) ¢ uma
dispersdo so6lida monotética utilizando uma proporcao de 5% de GSF e 95% (m/m) de
Polietilenoglicol (PEG) (BROWN et al., 2014; LAW et al., 2002).

O principal desafio no desenvolvimento de sistemas supersaturados de GSF tem sido
encontrar uma abordagem que estabilize o firmaco tanto no estado solido por um longo periodo
de armazenamento, contornando a sua rapida tendéncia de recristalizagdo em sistema amorfos,
quanto estabilize o farmaco em solug¢des supersaturadas, tudo isso sem utilizar uma alta carga
de carreador na formulagdo. Considerando a complexidade de estabilizagdo de sistemas
supersaturados de GSF, o uso desse farmaco para investigar novos carreadores para dispersdes
solidas amortfas ¢ considerado interessante, promissor e inovador. Nenhum estudo de sistemas
coamorfos com esse farmaco foi reportado na literatura previamente a este estudo e no mercado
farmacéutico brasileiro ndo existe uma forma farmacéutica amorfa de GSF para que os

pacientes possam se beneficiar desses sistemas.
2.6 ACIDO GLICIRR{ZICO

A licorice, raiz da planta Glycyrrhiza spp, da qual se obtém o acido glicirrizico (GA),

tem sido utilizada desde os tempos antigos por egipcios, gregos e romanos no Ocidente e desde
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o século 2 a.C. por chineses no Oriente, sendo um dos produtos botanicos mais frequentemente
empregados em alimentos ¢ na medicina tradicional (SHIBATA S, 2000; SUI et al., 2012). O
GA ¢ um adogante natural obtido principalmente a partir das raizes de Glycyrrhiza glabra L.
Este composto ¢ utilizado em diversos paises em formulagdes cosméticos, em tonicos capilares,
também como expectorante, anti-inflamatorio, hepatoprotetor, no tratamento de gastrite, etc.
(MATSUOKA et al., 2016). Ainda, uma recente revisao da literatura abordou a atividade
antiproliferativa do GA, reportada por diversos estudos em diferentes tipos tumorais como
leucemia, glioma maligno, cancer de pulmao, de célon, etc. (SU et al., 2017).

O uso do GA ¢ considerado seguro, sendo aprovado pelas agéncias regulatérias FDA
e European Food Safety Authority (EFSA). A dosagem diaria de GA recomendada ¢ de 100
mg, a qual se deve a auséncia de informagdes toxicologicos associadas ao consumo de altas
doses ou ao uso do GA por periodos prolongados (FOOD; AUTHORITY, 2015; WALTERS,
2013).

Figura 5. Estrutura quimica molecular do acido glicirrizico
z COOH
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Fonte: METELEVA et al., 2019.

A estrutura quimica molecular do GA (Figura 5) é composta por um triterpeno,
associado a dois glucosideos. Dois de seus grupamentos carboxilicos situam-se nos seus
fragmentos glucurdnicos (pKal: 4,4 e pKa2: 5,3), enquanto o terceiro grupo carboxilico situa-
se no triterpeno (pKa3: 6,9). A ionizacao de seu acido fraco do triterpeno tem influéncia nas
propriedades de superficie e formagao de agregados do GA. Em pH menor que 5, o GA possui
uma baixa solubilidade aquosa e pode formar tanto gel quanto micelas, em pH entre 5-6
micelas/agregados coloidais sao formados, enquanto que em pHs acima 7 o GA apresenta-se
na forma de monomeros em solu¢do (MATSUOKA et al., 2016; PETROVA et al., 2017).

A capacidade do GA em formar micelas e agregados coloidais tem aumentado o

interesse de comunidade cientifica em investigar o seu potencial na melhoria da solubilidade
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de compostos pouco soliveis em agua. Recentemente, alguns estudos tém investigado a
aplicagdo do GA e/ou seu sal dissédico em sistemas de liberacdo de farmacos de baixa
solubilidade aquosa para melhorar a dissolu¢dao destes, citam-se estudos para os farmacos
candersartana cilexetila (LU et al., 2019), atorvastatina calcica (KONG et al., 2018), curcumina
(KONG et al., 2018), praziquantel (METELEVA et al., 2019), celecoxibe (MARGULIS-
GOSHEN et al., 2011) e itraconazol (FERNANDEZ-RONCO et al., 2015). Foi reportado que
o sal dissodico do GA (NaxGA) sofre hidrolise em solugdes aquosas, convertendo-se para a
forma livre de GA, oferendo como vantagem o fato de formar solugdes com menor viscosidade
(METELEVA et al, 2019). Estudos envolvendo ao uso do GA na estabilizacdo de
nanoemulsdes também tém sido reportados (LIAO et al., 2020; TROTTA et al., 2003).
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3 CAPITULO II: INVESTIGACAO DO IMPACTO DE AMINOACIDOS COMO
CARREADORES DE BAIXA MASSA MOLAR EM SISTEMAS
SUPERSATURADOS DE GRISEOFULVINA

3.1 INTRODUCAO

Sistemas supersaturados de liberacao de farmacos (SDDS), como os sistemas amorfos,
sdo considerados estratégias interessantes para elevar a biodisponibilidade de farmacos de baixa
solubilidade aquosa. Estes sistemas sdao altamente energéticos e¢ podem dissolver-se
rapidamente, proporcionando uma liberagdo do farmaco em concentragdes acima de sua
solubilidade aquosa (satura¢ao) no TGI (BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009).
Essa condi¢do de supersaturagdo deve ser mantida por um tempo prolongado durante a
dissolu¢do de SDDS para proporcionar a melhoria na absor¢do oral de firmacos de baixa
solubilidade, SCB classes II e IV. No entanto, solugdes supersaturadas e so6lidos amorfos sao
considerados termodinamicamente instaveis. Carreadores/excipientes necessitam ser incluidos
nesses sistemas a fim de estabiliza-los no estado sélido e estabilizar as solugdes supersaturadas
geradas durante a dissolucdo destes, evitando a recristalizacdo do farmaco em ambas as
situagdes. O uso de polimeros como inibidores de precipitacdo/recristalizacdo tem sido bastante
estudado e aplicado em sistemas amorfos. No entanto, grandes quantidades de polimero podem
ser requeridas para estabilizar sistemas contendo farmacos com alta tendéncia a recristalizagdo
ou ainda para promover a dissolu¢do de farmacos com alta hidrofobicidade. Neste contexto, a
aplicacdo de polimeros pode se tornar invidvel em formas farmacéuticas de farmacos de alta
dosagem, requerendo uma investigacdo de novas alternativas que possam contribuir para a
redugdo da quantidade de carreador necessaria (CHEN et al., 2015b; LAITINEN et al., 2017;
LIU; TAYLOR; EDGAR, 2015; NEWMAN; REUTZEL-EDENS; ZOGRAFI, 2018; SABOO
et al., 2019).

A aplicagdo de aminodcidos na estabilizagdo de sistemas amorfos tem sido
recentemente explorada na forma de sistemas coamorfos. Estes sistemas compreendem a
combinag¢do de dois ou mais componentes de baixa massa molar, os quais formam um sistema
amorfo homogéneo de fase unica. O uso de aminoécidos, como carreadores no desenvolvimento
de sais coamorfos, demonstrou resultados promissores quanto a estabiliza¢cdo no estado solido
de farmacos ionizaveis (DENGALE et al., 2016; KASTEN et al., 2016; LAITINEN et al., 2017;
OJARINTA et al., 2017; WU et al., 2021). Entretanto, poucos estudos investigaram o uso de

aminodcidos em solugdes supersaturadas, bem como a habilidade de sistemas coamorfos em
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proporcionar e manter a condi¢ao de supersaturacdo em solugdes aquosas (LAITINEN et al.,
2017; NEWMAN; REUTZEL-EDENS; ZOGRAFI, 2018; OJARINTA et al., 2017; WU et al.,
2021).

O farmaco de baixa solubilidade aquosa utilizado nesse trabalho foi a GSF. Este
farmaco ¢ um antifingico considerado como primeira escolha no tratamento de infec¢des
fingicas causadas por tinea capitis, sendo mais comumente utilizado em criangas devido ao seu
custo-beneficio e facil acessibilidade. A baixa solubilidade a GSF prejudica a absor¢ao oral
desse farmaco, fazendo com que esta possua uma alta variagao da concentragdo plasmatica de
acordo com a ingestao alimentar do paciente (BOGNER et al., 2010; GUPTA et al., 2018). Ao
longo dos anos, diversas estratégias de formulag¢des foram utilizadas na tentativa de melhorar a
solubilidade e taxa de dissolu¢ao da GSF. A alta tendéncia de recristalizagao da GSF tanto em
solugdo quanto em so6lidos amorfos ainda representa um desafio no desenvolvimento de SDDS
deste farmaco. Ainda busca-se um carreador que atue como inibidor de recristalizacdo efetivo
durante a dissolu¢do do SDDS de GSF, a fim de gerar altas concentragdes do farmaco em
solugdo e manter essa concentracdo por um periodo prolongado nos fluidos gastrointestinais
(AITIPAMULA et al., 2012; ALSKAR et al., 2018; CHEN et al., 2015b; HBAIEB; KALFAT;
CHEVALIER, 2012; L1 et al., 2018b; OHYAGI et al., 2017; PAS et al., 2018; SARODE et al.,
2013; SHAH et al., 2016; TAN et al., 2018; ZHENG et al., 2019). Embora a aplicagdao de
aminoacidos em sistemas amorfos tenha se destacado como uma tendéncia nos ultimos anos,
ndo foram reportados estudos prévios na literatura envolvendo o desenvolvimento de sistemas
amorfos de GSF com aminodacidos.

Neste contexto, esta etapa deste trabalho teve como objetivo investigar a viabilidade
do uso de aminoacidos, como carreadores hidrofilicos de baixa massa molar, no
desenvolvimento de sistemas supersaturados de GSF, bem como avaliar a sua capacidade de
estabilizar solidos amorfos de GSF. Adicionalmente, foi investigada a influéncia de diferentes
aminoacidos na solubilidade aquosa e no perfil de precipitagdao do farmaco, em solugdo tampao
e meio biorrelevante.

Cabe mencionar que os resultados deste capitulo ja se encontram publicados no
periddico European Journal of Pharmaceutical Sciences, sendo o manuscrito intitulado Could
the small molecules such as amino acids improve aqueous solubility and stabilize amorphous

systems containing Griseofulvin? (Figura A 1, na segdio APENDICE).
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3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Materiais

O farmaco GSF e o os aminoacidos DL-metionina (MET) foram adquiridos da
empresa Pharmanostra. O acido L-aspartico (ASP) e a L-valina (VAL) foram gentilmente
doados pela empresa Valdequimica Produtos Quimicos LTDA. Os aminoacidos L-lisina (LYS)
e triptofano (TRYP) foram adquiridos da empresa Maria Rocha Farmacia de Manipulagdo. O
meio biorrelevante FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF® foi adquirido da empresa Biorelevant (Surrey,
RU). A preparagdo do fluido géstrico simulado em jejum (FaSSGF) e do fluido intestinal
simulado em jejum (FaSSIF) foi realizada de acordo com as instrugdes do fabricante (KLEIN,
2010). A 4agua ultrapura foi obtida através de sistema MilliQ® (Millipore, Bedford, EUA).
Todos os demais reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico ou de grau para

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Avaliagao do impacto dos aminodcidos na precipita¢do da griseofulvina

O impacto dos carreadores no perfil de precipitagdio da GSF em solugdes
supersaturadas foi investigado pelo método de solvent shift (BEVERNAGE et al., 2013). O
farmaco foi solubilizado em um solvente organico miscivel em 4gua (80 mg mL™! dissolvido
em dimetilformamida (DMF)) e uma aliquota desta solugdo estoque (equivalente a uma
concentragio final 100 pg mL™!) foi adicionada a 50 mL de meio. Estudos preliminares de
solubilidade de equilibrio foram realizados para garantir que a concentracdo de solvente
orginico presente na solug¢do ndo interferisse na solubilidade aquosa da GSF. Os meios
utilizados foram tampao fosfato pH 6,5 (o mesmo utilizado para o preparo de FASSIF, sem a
adicao dos sais biliares), ou FaSSIF, contendo ou ndo a presenc¢a de aminoacidos previamente
solubilizados (30 mmol L™, aproximadamente 1000 vezes a solubilidade do firmaco). Os
estudos foram conduzidos em triplicata, em Shaker NT 715 (NovaTécnica), no Laboratério de
Controle de Qualidade de Farmacos e Medicamentos (LabCQ), da UFSC. A temperatura foi
mantida constante a 37 °C, sob agitagdo de 240 rpm, durante 240 min (dobro do tempo minimo
considerado fisiologicamente relevante (FOTAKI et al., 2014)). Aliquotas foram coletadas em
tempos pré-determinados, filtradas através de membrana de poliamida de 0,45 pm
(Chromaphil® Xtra), imediatamente diluidas em metanol:agua (50/50 v/v) e analisadas por

CLAE.
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A determinagdo quantitativa foi conduzida em cromatdgrafo Series 200
(PerkinElmer), na Centralcrom, central de cromatografia multiusuaria do Centro de Ciéncias
da Saude (CCS) da UFSC. A deteccao UV a 254 nm, em metodologia adaptada de Townley e
Roden (TOWNLEY; RODEN, 1980). A fase moével utilizada foi metanol:agua (50:50, v/v) e a
fase estaciondria foi uma coluna C18 (Kinetex® 110A, 5 pm, 150x4,6 mm). O fluxo de fase
mével foi mantido em 1 mL min™!, a temperatura de 25 °C, com volume de inje¢do de 20 L.
As curvas padrao demonstraram boa linearidade (R > 0,99) no intervalo de concentragao
relevante. Valores de area sob a curva (AUC) dos perfis de precipitagao da GSF nos diferentes

meios foram calculados usando o suplemento DD Solver® no software Microsoft Excel®.
3.2.2.2 Estudos de solubilidade de equilibrio

Os estudos de solubilidade de equilibrio do firmaco foram determinados em agua,
tampao pH 6,5 (branco do FaSSIF), FaSSIF, pH 1,6 (branco do FaSSGF) e FaSSGF. Amostras
em triplicata, contendo excesso de farmaco cristalino, foram agitadas a 240 rpm, 37 °C, em
Shaker NT 715 (NovaTécnica, disponivel no LabCQ-UFSC), até atingir o equilibrio (24- 72 h).
Em tempos pré-determinados, aliquotas foram coletadas, filtradas em membrana de poliamida
0,45 um e quantificadas por metodologia de CLAE previamente descrita no item 3.2.2.1. O
impacto dos aminoéacidos (30 mmol L) na solubilidade de equilibrio da GSF também foi

investigado em tampao pH 6,5 e FaSSIF.
3.2.2.3 Desenvolvimento dos sistemas amorfos
3.2.2.3.1 Me¢étodo de moagem em moinho de bolas (BM)

As formulagdes foram obtidas em moinho planetario de alta energia PM200
(RETSCH), no laboratorio de Biotecnologia da UNIVILLE, utilizando cadinho e 3 bolas de ago
inoxidavel (massa total = 97 g). Amostras de massa total de 2,5 g (de GSF, ou de GSF associada
aos aminoacidos ASP, LYS, MET, TRYP e VAL, na propor¢do 1:1 molar) foram moidas por
6 h, a 560 rpm, com pausa de 0,5 min e inversdo de rotacdo a cada 30 min. As condi¢des

experimentais foram definidas e otimizadas de acordo com testes preliminares.
3.2.2.3.2 Me¢étodo de Quench Cooling (QC)

A amostra GSF QC foi preparada por meio da fusdao de 2 g da GSF cristalina em
recipiente de aluminio mantido a 220 °C, em mufla Fornitec, no Laboratorio de Farmacognosia
da UFSC. Apos a completa fusdo da amostra (1-2 min), o recipiente foi removido da mufla e
colocado por alguns segundos sobre um bloco de gelo para que a amostra fosse resfriada

rapidamente. Em seguida, a amostra foi armazenada em dessecador contendo silica em gel, a
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fim de prevenir a adsor¢do de umidade, até¢ a sua moagem em grau e pistilo e utilizagdo nas

analises.
3.2.2.4 Caracterizacdo do estado solido
3.2.2.4.1 Analises de difracdo de raios-X de p6 (XRPD)

As analises de difracdo de raios-X de pd (XRPD) foram realizadas em difratometro de
raios-X 0—6 D2 Phaser (Bruker), no Departamento de Quimica da UFSC. O equipamento
operou com radiacdo de cobre Ka (A=1.5418 A), corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV. A
detec¢ao foi conduzida em detector de cintilacdo unidirecional LYNXEYE. As medidas foram
obtidas a temperatura ambiente, através de varredura 20 na faixa de 5° a 40°, com intervalo

angular de 0,089° a cada 0,5 s.
3.2.2.4.2 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

As medidas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram realizadas em célula
de DSC-60 (Shimadzu), disponivel no LabCQ-UFSC, utilizando temperatura entre 25-300 °C.
As amostras foram pesadas (= 5 mg), seladas em cadinho de aluminio e submetidas a uma razao
de aquecimento de 5 °C min!, sob uma atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL min ",
O equipamento foi previamente calibrado usando padrdes de indio e zinco.

Analises de DSC modular (mDSC) foram realizadas em equipamento Q2000 (TA
Instruments) de 0 a 200 °C, sob uma atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL min ™",
Aproximadamente 3 mg de amostra foram pesadas, seladas em cadinho de aluminio e aquecidas

a uma razio de aquecimento de 5 °C min ™!

, utilizando uma amplitude de modulacao de 0,53 °C
a cada 40 s para alcancar uma separagdo razoavel de eventos reversiveis e ndo reversiveis

(BAGHEL; CATHCART; O’REILLY, 2018).
3.2.2.4.3 Microscopia de luz polarizada (PLM)

Anadlises de microscopia de luz polarizada (PLM) foram realizadas em microscopio
Olympus CX41RF equipado com analisador de luz transmitida U-ANT e polarizador de luz
transmitida U-POT, no Laboratorio de Bioquimica Clinica II da UFSC. Pequenas quantidades
de amostras em pod foram colocadas sobre laminas de vidro e analisadas utilizando uma

magnifica¢ao de 200x (Olympus Corporation, Toquio, Japao).
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3.2.2.4.4 Analises de tamanho de particula

Analises de tamanho de particula foram realizadas utilizando imagens de microscopia
eletronica de varredura (SEM) obtidas em microscopio Jeol (modelo JSM6390LV) no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC, sob voltagem de aceleragao
de 10kV. As amostras foram fixadas em stubs, utilizando fita de carbono dupla face, e foram
recobertas com ouro em recobridora Leica EM SCD 500 antes das analises. A distribui¢ao do
tamanho de particula das formulag¢des foi estimada por meio da determinagao do didmetro de
Feret de 850 particulas, selecionadas randomicamente, utilizando o software Image J (NIH,

EUA).
3.2.2.4.5 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier

Analises de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foram obtidas em espectrometro FT-IR/NIR Frontier (PerkinElmer), equipado com
acessorio de amostragem Universal ATR, disponivel no LabCQ-UFSC. As amostras foram
adicionadas sobre o acessorio e foram adquiridas 16 varreduras em uma faixa espectral de

4000—-600 cm™!, com resolucdo espectral de 4 cm ™!, a temperatura ambiente.
3.2.2.5 Estudos cinéticos de solubilidade

Estudos cinéticos de solubilidade foram avaliados em condi¢do ndo sink' considerando
a solubilidade do farmaco cristalino, em Shaker NT 715 (NovaTécnica, Brasil), a temperatura
de 37 °C, 240 rpm. Quantidades de amostra dos sistemas amorfos (equivalentes a concentracdes
finais de GSF de 100 ng mL™!' (D1) e 300 ug mL! (D2)) foram pesadas e adicionadas aos meios
FaSSGF e FaSSIF. Em tempos pré-determinados, aliquotas foram coletadas e filtradas em
membrana de poliamida de 0,45 um (Chromaphil® Xtra). As amostras foram imediatamente
diluidas em metanol:agua (50/50 v/v) e quantificadas por metodologia CLAE previamente
descrita (item 3.2.2.1). Os valores de AUC dos perfis de solubilidade cinética in vitro foram

calculados utilizando o suplemento DD Solver® do software Microsoft Excel®.
3.2.2.6 Estudos de estabilidade

O estudo de estabilidade das amostras GSF QC e GSF-TRYP BM foi realizado com

objetivo de investigar a ocorréncia de recristalizacdo da GSF durante o armazenamento em

' A condigdo sink ¢ definida pela United States Pharmacopoeia (USP, 2016) como uma condi¢do com volume
de meio equivalente a no minimo trés vezes o volume de meio necessario para formar uma solugao saturada do
farmaco.
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dessecador a vacuo contendo silica gel (13-32% de umidade relativa, RH), a temperatura
ambiente (23-28 °C). Analises de XRPD e PLM foram realizadas no dia de preparo da amostra
(0OD), apds sete dias (7D), seis meses (6M) e doze meses (12M).

3.2.2.7 Analises estatisticas

Andlises de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias e testes de comparagdes
multiplas de Tukey foram realizados a fim de verificar a significancia estatistica (p < 0,05, com

um intervalo de confianca de 95%) das comparagdes entre as amostras e seus controles.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.3.1 Avaliacido do impacto dos aminoacidos na precipitaciao da griseofulvina

Cinco aminoacidos (Tabela 1) foram pré-selecionados, de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas, para investigar o impacto destes no perfil de precipitacdo da GSF

e na formagao de sistemas amorfos com o farmaco.

Tabela 1. Principais caracteristicas da GSF e dos aminoédcidos empregados neste estudo.

Composto | Estrutura Quimica | Solubilidade aquosa Massa pKa LogP Ponto
termodinamica a Molar Isoelétrico
25°C (mol L) (g mol)

~o0 00~

GSF 0,0024 # 352,772 - 2,18°¢ -
\OO 5 5 >

Cl
i 1,94
ASP "o oH 0,038 ° 133,10° 3,71 3,704 2,77°
O NH 9,63°
o 2,15
LYS HZN\/\/\)%H 1,687° 146,18° | 9,16 2,824 9,74
NH, 10,67°
i 2,13
MET H3c'SV\)L0H 0,375° 149,21 9,}_gb -1,87¢ 5,74
NH2
o
TRYP Qj,/\(u\ 0,065 204,22° 925416b -1,06 ¢ 5,89"
NH, >

CHy O
VAL HSC)\HJ\OH 0,501° 117,14° 92’6325b -2,10¢ 5,97°
NH; ’

*Dados obtidos de * (BOGNER et al., 2010), ®(TILBORG; NORBERG; WOUTERS, 2014), °(BENET;
BROCCATELLI; OPREA, 2011) e ¢ (NAEF, 2015).

Os resultados dos estudos de precipitagdo do farmaco em solugdes supersaturadas

contendo os aminoacidos estdo demonstrados na Figura 6. Os valores de AUC foram calculados
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a fim de entender melhor como os aminodcidos impactaram na precipitag¢ao in vitro da GSF,
visto que a AUC representa o grau e a extensdo da supersaturagao.

A presenca dos aminoacidos ASP, MET, TRYP e VAL em solugdo postergou
suavemente a precipitacao da GSF em pH 6,5, aumentando os valores de AUC (Figura 6B). Em
pH 6,5, as moléculas de ASP em solucdo apresentam apenas cargas negativas, ja os demais
aminoacidos exibem moléculas que possuem tanto cargas positivas quanto negativas, embora
em diferentes propor¢coes (MET, TRYP e VAL: negativas> positivas; LYS:
negativas < positivas) (TILBORG; NORBERG; WOUTERS, 2014). Todos os aminoacidos que
promoveram uma maior AUC nos estudos de precipitacio da GSF em tampao pH 6,5
encontram-se acima do seu ponto isoelétrico em solucdo (TILBORG; NORBERG; WOUTERS,
2014), sugerindo que a ionizagdo destes aminodcidos, com maior predomindncia da presenca

de cargas elétricas negativas, poderia estar contribuindo para a inibi¢ao da precipitagdo da GSF.

Figura 6. Perfis de concentragdo de GSF vs. tempo e suas respectivas AUC dos estudos de
precipitacao em solugdes supersaturadas.
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Legenda: Os meios utilizados foram tampdo fosfato pH 6,5 ou FaSSIF, com ou sem a presenga de 30 mmol L*!
de aminoacidos. Os experimentos foram conduzidos em triplicata, a 37 °C, sob agitacdo de 240 rpm.
*Estatisticamente diferente (p < 0.05) vs. a pH 6.5 e b FaSSIF. Fonte: Elaborado pela autora.
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Em meio biorrelevante, o perfil de precipitagdo do farmaco foi acelerado quando
comparado com o resultado obtido em tampao pH 6,5 (Figura 6C). Este fato, provavelmente,
deve-se a presenca da lecitina, visto que em um estudo anterior a presenca de taurocolato de
sodio retardou a precipitacao da GSF (CHEN et al., 2015a), ¢ ja foi reportado que a lecitina
diminuiu efeito de sais biliares na inibi¢ao de precipitacdo de do farmaco telaprevir (LU et al.,
2017). O TRYP foi o tnico aminoacido que proporcionou um aumento na AUC dos perfis de
precipitacao da GSF (Figura 6D) em comparagdo com o meio FaSSIF (p < 0,05), contudo este
incremento foi relativamente pequeno (12,0%). Embora, todos os aminoacidos possuam grupos
doadores e aceptores de hidrogénio, a baixa capacidade de interacdo em solucdo entre a GSF e
os aminoacidos pode estar relacionada com as caracteristicas de lipofilicidade (log P) destes
compostos. Os aminoacidos sdo compostos altamente hidrofilicos e 0 TRYP ¢ o aminoacido
que possui maior coeficiente de particdo octanol/agua dentre os compostos testados.
Considerando essa caracteristica, 0 TRYP seria o aminoacido que possui condigdes mais

favoraveis para interagir com o farmaco lipofilico GSF.
3.3.2 Estudos de solubilidade de equilibrio

Os resultados dos estudos de solubilidade de equilibrio da GSF cristalina (GSFc)
confirmam a sua baixa solubilidade aquosa em pH 1,6 e pH 6,5 (Figura 7). Em FaSSGF, a
adicdo dos sais biliares abaixo de sua concentracdo micelar critica ao meio pH 1,6 proporcionou
uma redugdo na solubilidade da GSF, enquanto em FaSSIF a presenga dos sais biliares
proporcionou um aumento da solubilidade do firmaco por meio da solubilizagdo micelar.
Embora a presenca de sais biliares em solugao frequentemente aumente a solubilidade aquosa
de farmacos pouco soluveis, o efeito oposto também j& foi observado para alguns farmacos
basicos e neutros em um estudo envolvendo diversos farmacos. Além da concentragdo de sais
biliares em solu¢do, outras caracteristicas como a ioniza¢do dos componentes do meio e
mudancas na osmolaridade também podem afetar a solubilidade de farmacos pouco soluveis
(BRINKMANN-TRETTENES; BAUER-BRANDL, 2014; KHADRA et al., 2015).

A adi¢do de 30 mmol L' de aminoicidos em tampdo pH 6,5 ndo impactou na
solubilidade de equilibrio da GSFc, com excecdo do TRYP, o qual proporcionou um aumento
de 19,6% na solubilidade do farmaco neste meio. Em FaSSIF, a adicdo desses mesmos
aminoacidos diminuiu a solubilidade de equilibrio da GSFc, enquanto a presenca do TRYP,
ndo interferiu na solubilizacdo do farmaco nesse meio. Alguns estudos na literatura ja

reportaram que grupos amina e hidroxila de aminoéacidos podem interagir com sais biliares e
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surfactantes (ARUTYUNYAN et al.,, 2008; EUSTON et al., 2013; HUIJGHEBAERT;
HOFMANN, 1986; IMAI et al., 2013; ZHOU; LIU, 2009). Assim, sugere-se que interagdes
entre os aminoacidos e os sais biliares podem ser responsaveis pela alteracao da capacidade de

solubilizacdao do farmaco pelas micelas do meio biorrelevante.

Figura 7. Solubilidade de equilibrio da GSF cristalina em diferentes meios, a 37 °C.
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Legenda: *Estatisticamente diferente (p < 0.05) vs. ® pH 6.5 e " FaSSIF. Fonte: Elaborado pela autora.

O baixo desempenho dos aminoacidos ASP, MET e VAL na inibi¢do da precipitagao
da GSF em FaSSIF, quando comparado com os dados obtidos em pH 6,5, foi possivelmente em
decorréncia dessa reducao na solubilidade da GSF no meio. O grau de supersaturagdo de uma
solugdo supersaturada ¢ alterado quando hd uma mudanca na solubilidade do farmaco, a
diferenca de potencial quimico entre a solucdo saturada e a supersaturada ¢ aumentada quando
a solubilidade do farmaco € reduzida, aumentado assim a instabilidade da solugdo supersaturada

e acelerando a precipitagdao do farmaco (BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009).
3.3.3 Caracterizacao das formulacoes desenvolvidas

A caracterizacdo do estado s6lido da GSFc demonstra padrao de difragdo de raios-X
(Figura 8A) e evento endotérmico de fusdo (Tm: 218,49 °C, AH: 110,67 J g’!, Figura 8B) de
acordo com os dados reportados para a forma polimorfo I da GSF (SU et al., 2018). A amostra
GSF QC apresenta um diametro de particula médio de 8,8 + 11,68 um e difratograma com halo
difuso sem a presenca de picos de Bragg, indicando a sua amorfizagdo. No entanto, resultados
complementares de anélises de PLM (C) e DSC (Figura 8B) revelam a presenca de pequenas
quantidades residuais da forma cristalina do firmaco na amostra. A temperatura de transi¢do

vitrea da GSF QC (Tg: 85,99 °C, Figura 8B/B1) ¢ menor que o valor reportado na literatura para
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a GSF amorfa (AMHARAR et al., 2016), indicando que uma pequena quantidade de umidade
pode estar presente nessa amostra. As pequenas particulas cristalinas birrefringentes,
observadas por PLM, agem como sementes para que o processo de recristalizacdo ocorra em

temperaturas acima da temperatura de transi¢ao vitrea do farmaco, como observado na analise

de DSC da GSF QC.

Figura 8. Caracterizag¢do do estado s6lido por A) XRPD, B) DSC, C) PLM e D) SEM.
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Legenda: GSFc (farmaco cristalino), da GSF QC (farmaco amorfo) e formulagdes produzidas por moagem em
moinho de bolas (BM). Visualizagdo detalhada da curva de DSC da GSF QC (B1) e das curvas reversivel (REV)
e ndo reversivel (Nao-REV) de GSF-TRYP BM (B2). Fonte: Elaborada pela autora.
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Nas analises de mDSC (Figura 8B/B2), a separagdo de eventos reversiveis (GSF-
TRYP BM REV) e ndo reversiveis (GSF-TRYP BM Nao-REV), a detec¢ao de um evento de
transicdo (Tg: 113.46 °C), o qual estava sobreposto a eventos de perda de agua e/ou
relaxamento. A presenca de apenas um evento de transicdo vitrea e o elevado valor de Ty para
a amostra de GSF-TRYP BM indicam que esta amostra possui uma alta miscibilidade entre os
componentes do sistema e possui uma maior estabilidade na forma amorfa quando comparada

com a GSF QC.

Figura 9. Espectro de FTIR das amostras. GSFc, GSF QC, GSF-TRYP BM e TRYP.
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Legenda: GSFc (farmaco cristalino), da GSF QC (farmaco amorfo), TRYP (triptofano) e GSF-TRYP BM
(formulagao de GSF:-TRYP 1:1 M produzida por moagem em moinho de bolas). 1/4 indica que a intensidade de
transmitancia foi dividida por 4. Fonte: Elaborado pela autora.
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Estudos recentes envolvendo 6 farmacos de baixa solubilidade aquosa e 20
aminoacidos reportaram que o TRYP possui uma boa co-formabilidade, habilidade de formar
sistemas coamorfos, através do processo de moagem em moinho de bolas. Este estudo sugeriu
também que o TRYP deveria ser incluido preferencialmente na triagem de sistemas amorfos de
farmacos basicos ou neutros (KASTEN et al., 2016, 2019), como ¢ o caso da GSF. O TRYP
tem demonstrado uma excelente contribuicao na estabilizagao de sistemas amorfos de farmacos
de baixa solubilidade aquosa, a qual ¢ atribuida ao seu elevado valor de T (140 °C) e a sua alta
habilidade de formar ligagdes intermoleculares, tanto via ligagdes de hidrogénio quanto através

de interagdes mn (JENSEN et al., 2014)
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O espectro de infravermelho da GSFc (Figura 9) mostra suas principais bandas de
acordo com a literatura (MAH et al., 2017, TOWNLEY; EDWARD R. TOWNLEY, 1979). O
espectro da amostra GSF QC, apresentou diferencas quando comparado ao espectro do farmaco
cristalino. Essas alteragdes sdo esperadas uma vez que materiais amorfos possuem um diferente
rearranjo das interagdes intermoleculares do farmaco. Como previamente reportado (MAH et
al., 2017), foram observados deslocamentos de bandas correspondentes ao estiramento da
ligagio C=0 do ciclo-hexeno de 1658 cm ™! para 1663 cm ™!, ao estiramento da ligagio C=C de
3 bandas (em 1615 cm™', 1599 cm™' e 1584 cm™!) para 2 bandas (em 1608 cm ™! e 1586 cm ™),
alargamento e sobreposicdo de bandas correspondentes a ligagdo C-O aril-metoxil em
1216 cm™ !, e bandas em 1350 cm™' ¢ 1049 cm™".

As principais bandas do TRYP cristalino sio observadas em 3401 cm™! (estiramentos
de vibragdes N-H e O-H), 3011 cm! (estiramentos C-H), 2557 cm™! (ligagdo de hidrogénio
intermolecular entre os 4cido carboxilicos), 1660 cm™! (estiramento C=0 do 4cido carboxilico)
e 1582 cm™! (deformacgdes vibracionais N-H e NH»)(SURESH; SUGARAJ SAMUEL;
JANARTHANAN, 2018). O espectro de GSF-TRYP BM mostrou alargamentos e ampliagdes
de bandas de correspondente a vibragdes de NH/OH e CH, e o aparecimento de uma nova banda
em 3227 cm™'. Quando comparados os espectros da GSF QC e GSF-TRYP QC, observa-se um
pequeno deslocamento na banda correspondente a C=0 de 1663 cm ™! para 1648 cm™!. Estas
alteragdes e deslocamentos em bandas correspondentes ao farmaco e ao TRYP, observados no
espectro de GSF-TRYP BM, indicam a formacdo de interacdo intermolecular de hidrogénio

entre ambos os componentes, possivelmente envolvendo grupamentos aromaticos.
3.3.4 Estudos cinéticos de solubilidade

Os resultados dos estudos cinéticos de solubilidade das amostras GSF QC e
GSF-TRYP BM em FaSSGF e FaSSIF estao presentes na Figura 10. A presenca do TRYP no
sistema amorfo de GSF (propor¢do GSF:TRYP 1:1 M ou 63,2: 36,8 m/m, respectivamente)
impactou positivamente na liberacdo do farmaco de acordo com a quantidade do aminoacido
em solucdo, sendo o aumento na liberacdo do farmaco observado em ambas as dosagens
testadas. O sistema amorfo GSFTRYP BM proporcionou aumento na AUC equivalente a
88.6% e 58.2%, em FaSSGF e FaSSIF, respectivamente, quando comparado com os valores de
AUC obtidos na liberagdo da GSF amorfa (GSF QC), na maior dose testada (D2).

Embora as modificagdes no estado solido encontradas em sistemas amorfos possam

reduzir as forgas de atracdo intermoleculares e promover melhorias na dissolu¢ao de farmacos,
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a rapida taxa de recristalizagdo da GSF mediada pelo ambiente aquoso atua como um fator
limitante para que altas concentracdes do farmaco sejam atingidas em solucdo. A presenga de
um segundo componente na formulagdo, como moléculas hidrofilicas do aminoacido, em um
sistema binario altamente miscivel pode reduzir a diferenga de energia livre entre uma forma
amorfo e cristalina, em comparacdo com o farmaco amorfo isolado. Como consequéncia, a
cinética de solubilizacao do farmaco ¢é facilitada (NEWMAN; REUTZEL-EDENS; ZOGRAFI,
2018), permitindo que concentracdes acima da solubilidade de equilibrio do farmaco
(supersaturagdo) sejam atingidas durante estudos de liberacao do fArmaco, como foi observado

para a amostra GSF-TRYP BM.

Figura 10. Estudos cinéticos de solubilidade (A e C) e suas respectivas AUC (B e C) da
griseofulvina amorfa (GSF QC) e da amostra GSF-TRYP BM, em meio biorrelevante.
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Legenda: FaSSGF (fluido géstrico simulado em jejum) e FaSSIF (fluido intestinal simulado em jejum). Duas
diferentes doses de GSF no meio foram investigadas: D1 (equivalente a 100 ug mL™") e D2 (equivalente a
300 ug mL™"), em triplicata a 37 °C, 240 rpm. *AUC estatisticamente diferente vs. GSF QC na mesma dosagem
(p <0,05). Fonte: Elaborado pela autora.

Um estudo prévio envolvendo o monitoramento de espectros de emissdo de
fluorescéncia de residuos de TRYP, em peptideos e proteinas de albumina humana sérica,

durante a adi¢do de sais biliares em solugdo revelou que interagdes intermoleculares entre estes
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compostos podem ocorrer de diversas formas. Abaixo da concentragdo micelar critica, como
no meio FaSSGF, podem ocorrer interagcdes envolvendo a cargas negativas das cadeias laterais
dos mondmeros de sais biliares (SOs3") e as cargas positivas dos aminoacidos (NH3") na
formagdo pontes de sal, além de interagdes polares e interagdes hidrofobicas. Acima da
concentragdo micelar critica, como no meio FaSSIF, as moléculas do fluor6foro TRYP
detectam um ambiente mais hidrofobico na presenca dos sais biliares em comparacdo com
aquele na sua auséncia, essas alteragdes sao atribuidas a interagdes entre as por¢des hidrofobicas
dos sais biliares e do TRYP, deixando assim os residuos de TRYP menos expostos ao solvente

polar (GHOSH; MONDAL; MUKHERJEE, 2015; GUERIN et al., 2016).
3.3.5 Estudos de estabilidade

Os estudos de estabilidade (Figura 11) demonstraram que a GSF amorfa (GSF QC)
apresenta rapida recristalizagio (em 7 dias) também no estado solido. E reportado na literatura
que, diferentemente da maioria dos farmacos, a recristalizagdo da GSF amorfa pode ocorrer em
temperaturas abaixo da sua T,. Temperatura na qual a mobilidade molecular é reduzida
bruscamente, havendo um controle da difusdo das moléculas ¢ evitando a recristalizacao na

maior parte dos sistemas amorfos (SHI; CAI 2016).

Figura 11. Andlises de A) XRPD e B) PLM das amostras de griseofulvina amorfa (GSF QC) e
GSF-TRYP BM durante estudo de estabilidade.

A

GSF QC 6M
/’MJ\_/M\_\—-' —_—
M\..__. GSF QG 0D

M GSF-TRYP BM 12M
GSF-TRYP BM 6M
m GSF-TRYP BM 7D

Intensidade (u.a.)

GSF-TRYP BM 0D GSF-TRYP BM 1

-

T 1T 1T 17T T -7 "1
5 10 15 20 25 30 35 40

20(7)

Legenda: Analises obtidas no dia da preparagdo (0D), apos 7 dias (7D), 6 meses (6M) e 12 meses (12M) em
dessecador a vacuo, a temperatura ambiente. Fonte: Elaborado pela autora.

Em contraste, nao foi detectada a recristalizacdo do farmaco na amostra de
GSF-TRYP BM por um periodo de 12 meses. O TRYP atuou como um forte agente
antiplastificante, provavelmente devido a formagao de liga¢do de hidrogénio entre o farmaco e

o aminoacido. Como resultado dessa interacao intermolecular, a amostra de GSF-TRYP BM
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mostrou uma elevada temperatura de transicao vitrea em comparacdo com o farmaco amorfo

isolado, mantendo a GSF na forma amorfa por um periodo prolongado de armazenamento.
3.4 CONCLUSAO

Aminoacidos podem ser considerados carreadores de baixa massa molar interessantes
na estabilizacdo de sistemas amorfos considerando sua seguranca de uso comprovada e baixo
custo. Neste trabalho, o uso do TRYP como carreador na formulagdo de GSF obtida por
moagem em moinho de bolas proporcionou a amorfizacdo da amostra GSFTRYP BM,
enquanto o farmaco isolado permaneceu semicristalino quando submetido a0 mesmo processo
sob as mesmas condigoes.

A alta solubilidade aquosa do TRYP impactou positivamente na cinética de liberagao
do farmaco a partir do sistema amorfo GSFTRYP BM quando comparado a amostra de
GSF QC, sem o requerimento de uma grande percentual de massa do carreador na formulagao
(36,8 %). Este fato ¢ de extrema importancia no desenvolvimento de formulagdes de GSF visto
que o farmaco possui baixa solubilidade aquosa e uma alta dosagem ¢ utilizada na terapéutica.
Esse aumento na liberagao do fArmaco mostrou-se dependente da concentragao do aminoacido
em solu¢do, proporcionado a liberagdo de uma maior concentragdo de fArmaco na maior dose
testada.

Quanto a estabilidade de sistemas amorfos de GSF no estado solido, enquanto a forma
amorfa de GSF apresentou instabilidade e tendéncia de recristalizacdo rapida (menor que 7
dias), o sistema GSFTRYP BM manteve-se estdvel por um periodo de armazenamento
prolongado (1 ano).

Dentre varios aminoacidos testados neste estudo, o aminoacido TRYP foi o unico
capaz de proporcionar melhorias no processo de obten¢do de sistemas amorfos, na inibi¢ao de
precipitagdo do farmaco em solucdo e na estabilidade de sistemas amorfos de GSF no estado
solido. Os resultados obtidos podem contribuir para o desenvolvimento de formulagdes amorfas
de GSF que proporcionem uma melhor cinética de liberagdo do fArmaco e permanecam estaveis

por um periodo prolongado durante o armazenamento.
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4 CAPITULO III: MISTURA EUTETICA E DISPERSAO SOLIDA AMORFA:
DIFERENTES ABORDAGENS ENVOLVENDO O USO DE SACARINA PARA
PROMOVER MELHORIAS NA DISSOLUCAO DE GRISEOFULVINA

4.1 INTRODUCAO

O termo “dispersao sélida” inclui um ampla gama de formulagdes, todas contendo um
farmaco disperso em um carreador inerte, (tipicamente agucares, polimeros ou tensoativos
emulsificantes com alta solubilidade aquosa) utilizadas como abordagens para promover
melhorias na solubilidade e dissolugdao de farmacos. Nas dispersdes solidas, o farmaco pode
estar na forma amorfa ou cristalina, suspenso (duas fases) ou molecularmente disperso (uma
fase homogénea) no carreador, da mesma forma o carreador pode ser amorfo ou cristalino
(TRAN; TRAN, 2020; WILLIAMS et al., 2013). Misturas eutéticas sdo compostas por dois
componentes, usualmente um farmaco de baixa solubilidade aquosa e um carreador hidrofilico,
totalmente misciveis no estado liquido (fundido), porém com limitada miscibilidade no estado
solido. Em misturas eutéticas ambos os componentes se encontram na forma cristalina
(BAZZO; PEZZINI; STULZER, 2020a; WILLIAMS et al., 2013). Solugdes solidas ou
suspensoes solidas amorfas sdo formulagdes nas quais o farmaco estd molecularmente disperso
em proporgdes ndo estequiométricas ou o farmaco esta sua forma amorfa suspenso em um
carreador cristalino, respectivamente. Por outro lado, solugdes vitreas (solugdes solidas amorfas
ou sistemas coamorfos) e suspensdes vitreas amorfas sdo formadas por um farmaco
molecularmente disperso ou na forma amorfo suspenso em um carreador amorfo,
respectivamente (WILLIAMS et al., 2013).

Dispersoes solidas amorfas sdo geralmente a abordagem de formulagdo preferida
devido as propriedades termodindmicas mais elevadas dos sistemas amorfos (excesso de
energia livre, entalpia e entropia) em comparacdo a seus homologos cristalinos, podendo
promover melhorias na dissolugdo e biodisponibilidade de farmacos (BELLANTONE, 2014;
PANDI et al., 2020). No entanto, instabilidade termodinamica € a principal preocupacao em
relacdo aos sistemas amorfos, acarretando em risco de desvitrificagdo (recristalizacdo) durante
o processamento, dissolu¢do e/ou armazenamento (HAN et al., 2020). Estudos prévios
reportaram que a GSF (Figura 12A) ¢ classificada com um farmaco de recristalizacdo répida,
tanto no estado sélido quanto em meio aquoso, usualmente requerendo um alto percentual de
alta concentracdo de polimero para estabilizar o farmaco em sistemas amorfos e solugdes

supersaturadas (ALMEIDA E SOUSA et al., 2015; BLAABJERG et al., 2018; CHEN et al.,
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2015b; FRANCA et al., 2020b; OHYAGI et al., 2017; ZHOU et al., 2008). Nos ultimos anos,
alguns estudos tém investigado o uso de carreadores hidrofilicos de baixa massa molar
(compostos ndo poliméricos) ao invés do tradicional uso de polimeros, a fim de reduzir a
quantidade de carreador necessaria para estabilizar dispersdes solidas amorfas (FRANCA et al.,
2020a; HAN et al., 2020; KASTEN et al., 2016; NEWMAN; REUTZEL-EDENS; ZOGRAFI,
2018).

Adocantes e alcoois de aguicares sao excipientes farmacéuticos hidrofilicos usados para
mascarar o sabor de firmacos, além de possuirem grupamentos capazes de formar ligacdes de
hidrogénio entre a substancia ativa e o carreador. Estes excipientes também podem ser usados
no desenvolvimento de dispersodes solidas e em formulagdes de liberagdo modificada (JULURI
et al., 2016; PURI et al., 2017). Considerando que a GSF ¢ principalmente prescrita para
criangas, um mascarador de sabor ¢ geralmente utilizado na formulacdo para melhorar a sua
palatabilidade. Neste contexto, foi investigado o impacto do uso de adogantes em dispersdes
solidas amortfas de GSF, a possibilidade de forma¢ao de uma mistura eutética entre o fArmaco

e um adogante, bem como o impacto deste na solubilidade cinética do farmaco.

Figura 12. Estrutura quimica molecular da A) Griseofulvina, B) Maltitol, C) Isomalte e
D) Sacarina.
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Fonte: Adaptado de (LICHTENTHALER; LINDNER, 1981; LIGHT; SIDDIQUI; BROWN, 2016;
PUTTARAIJA et al., 1982; SCHOUTEN et al., 1999).

Duas hipdteses foram investigadas nesta etapa do trabalho: 1) Se uma formulagdo
amorfa de GSF com um carreador que forma uma mistura eutética poderia promover uma
vantagem na libera¢do do farmaco (GSF: Sacarina, 66:34 m/m) em comparagdo com outros
carreadores (Isomalte ou Maltitol), e 2) Se uma mistura eutética, assim como a sua formulagdo
amorfa correspondente, poderia levar a formacao de solugdes supersaturadas de GSF durante

estudos cinéticos de liberagao.
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42 METODOLOGIA
4.2.1 Materiais

A GSF (MM 352,8 g mol™!) e sacarina (SAC, MM 183,19 g mol’!, Figura 12D) foram
adquiridos das empresas Pharmanostra e Vetec, respectivamente. Isomalte (ISO, MM 344,31
g mol’!, Figura 12B) e Maltitol (MALT, MM 344,31 g mol’!, Figura 12C) foram gentilmente
doados pelas empresas SweetMix e Elofar, respectivamente.

O meio biorrelevante foi obtido da empresa Biorelevant (Surrey, RU), e o FaSSIF
(fluido intestinal simulado em jejum) foi preparado de acordo com as instrugdes do fabricante.
A 4gua ultrapura utilizada nos experimentos foi obtida através de um sistema MilliQ®
(Millipore, Bedford, EUA). Todos os demais reagentes quimicos utilizados foram de grau

analitico ou grau para CLAE.
4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Avaliagao do perfil de precipitacdo do farmaco em solugoes dos adogantes

Para contornar o problema da baixa solubilidade aquosa do farmaco, ¢ desejavel que
carreadores hidrofilicos possam impulsionar a liberagdo do farmaco a partir de formulagdes
amorfas, atingindo concentragdes acima da solubilidade do farmaco e que possam manter essa
solucdo supersaturada por um periodo prolongado. Assim, o método de solvent shift foi usado
para investigar o perfil de precipitacdo do farmaco em solugdo na presenga dos adogantes. O
farmaco foi solubilizado em um solvente orginico miscivel em 4gua (80 mg mL™! dissolvido
em DMF) e uma aliquota foi adicionada & 50 mL de meio tampao pH 6,5 ou 25 mL de meio
biorrelevante. A baixa quantidade de solvente organico utilizada ndo impacta na solubilidade
aquosa da GSF. A quantidade de adocante em solucdo utilizada foi de 30 mmol L
(aproximadamente 1000 vezes a solubilidade do farmaco) para todas as amostras, exceto para
a SAC que foi 20 mmol L™! (devido a sua solubilidade aquosa inferior aos demais adogantes).
Os estudos foram conduzidos em Shaker NT 715 (NovaTécnica, Brasil), no LabCQ- UFSC,
sob agitacdo de 240 rpm, a 37 °C, por 240 min, em triplicata. Aliquotas foram coletadas em
tempos pré-determinados, filtradas em membrana de poliamida de 0,45 um (Chromaphil® Xtra)
e analisados por CLAE.

A quantificacdo de GSF foi conduzida em cromatégrafo PerkinElmer Series 200
equipado com um detector UV ajustado em 254 n, na CentralCrom- UFSC. O método isocratico

utilizou metanol: dgua (50:50, v/v) como fase movel e uma coluna analitica C18 (Kinetex®
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110A, 5 pum, 150%4,6 mm) como fase estacionaria. A temperatura ajustada em 25 °C, o fluxo
foi de 1 mL min! e o volume de inje¢do foi de 20 pL. A curva padrio apresentou boa

linearidade (R> 0,99) na faixa de concentragao relevante.
4.2.2.2 Estudos de solubilidade de equilibrio

A solubilidade de equilibrio foi avaliada adicionando um excesso do farmaco cristalino
em cada solugdo e equilibrando as suspensdes obtidas (24 -72 h), sob agita¢do de 240 rpm, a
37 °C, em Shaker NovaTécnica NT 715 (Brasil), disponivel no LabCQ-UFSC. O efeito dos
adogantes na solubilidade da GSF foi avaliado através da solubilizagdio destes (30 mmol L' de
ISO ou MALT, ou 20 mmol L' de SAC) no meio (tampao pH 6,5 ou FaSSIF) a fim de comparar
com os estudos de precipitacdo. Ensaios adicionais de solubilidade de equilibrio foram
conduzidos com a amostra GSF-SAC EM e com o farmaco cristalino em meios contendo a
SAC solubilizada, nas mesmas concentracdes empregadas em estudos cinéticos de solubilidade,
para fins de comparagdo. Em tempos pré-determinados, aliquotas das amostras foram coletadas,
filtradas através de uma membrana de poliamida 0,45 pm e quantificadas por metodologia

CLAE descrita anteriormente na se¢ao 4.2.2.1.
4.2.2.3 Desenvolvimento das formulagoes
4.2.2.3.1 Meétodo de moagem em moinho de bolas (BM)

O efeito dos adogantes na amorfizagdo do farmaco foi avaliado utilizando condicdes
experimentais do estudo prévio realizado (FRANCA et al., 2020a). As amostras foram pesadas
(2.5 g de GSF, ou de GSF associada aos adogantes [ISO, MALT e SAC, na propor¢ao 1:1 molar)
e moidas por 6 h, em moinho planetério de alta energia PM200 (RETSCH), no laboratorio de
Biotecnologia da UNIVILLE, utilizando um cadinho de aco inoxidavel com 3 esferas de ago
inoxidavel (massa total de aproximadamente 97 g). A velocidade de rotagdo foi de 560 rpm,

com inversdo de rotacdo a cada 30 min, ap6s pausa de 0,5 min.
4.2.2.3.2 Método de Quench Cooling (QC)

As amostras foram preparadas através da fusao das amostras em recipiente de aluminio
a temperatura de 220 °C, em mufla Fornitec, no Laboratorio de Farmacognosia da UFSC. Em
seguida procedeu-se resfriamento rapido ao depositar o recipiente de aluminio sobre um bloco
de gelo por alguns segundos. Foram utilizados 2 g do farmaco cristalino ou a mistura fisica de
GSF com os adogantes (propor¢ao molar 1:1). O tempo de fusdo variou de 60 a 120 segundos,

de acordo com a amostra. Esse tempo foi otimizado em testes preliminares a fim de garantir a
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fusdo completa da amostra e evitar a caramelizacao dos agucares, embora resultados de analises
de termogravimetria ndo indicassem degradacdo dos acucares nessa temperatura (dados nao
mostrados). As amostras frescas foram imediatamente armazenadas em dessecador com silica
gel para prevenir a adsor¢do de umidade. A formulagdes obtidas foram moidas em grau e pistilo,

tamisadas (tamanho de particula <250 um) e em seguida utilizadas nas analises.
4.2.2.3.3 Mistura Eutética

A mistura eutética (EM) de GSF:SAC foi preparada através da mistura do farmaco e

o carreador por 2 min usando grau e pistilo.
4.2.2.4Caracterizacdo do estado solido
4.2.2.4.1 Difracdo de raios-X de p6 (XRPD)

As medidas de XRPD foram obtidas em um difratdmetro de raios 6—6 D2 Phaser,
(Bruker), no Departamento de Quimica da UFSC. O equipamento ¢ equipado com detector de
cintilagdo unidimensional LYNXEYE, operando com radiagdo de cobre Ko (A =1.5418),
corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV. As andlises foram obtidas a temperatura ambiente,

utilizando varredura angular a 26 de 5° a 40°, com intervalo angular de 0,089° a cada 0,5 s.
4.2.2.4.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As analises DSC foram obtidas em célula DSC-60 (Shimadzu), disponivel no LabCQ-
UFSC, na faixa de temperatura de 25 a 250 °C. Amostras de aproximadamente 4 mg foram
pesadas, seladas em cadinhos de aluminio e aquecidas a uma razdo de aquecimento de
5°C min ™!, sob uma atmosfera dindmica de nitrogénio de 100 mL min'. O equipamento foi

previamente calibrado utilizando indio e zinco como padroes.
4.2.2.4.3 Microscopia de luz polarizada (PLM)

Imagens de PLM foram adquiridas em microscopio Olympus CX41RF, equipado com
analisador de luz transmitida U-ANT e polarizador de luz transmitida U-POT, no Laboratdrio
de Bioquimica Clinica II da UFSC. Pequenas quantidades de amostras em p6 foram colocadas

sobre laminas de vidro e analisadas utilizando uma magnificagdo de 200x%.
4.2.2.4.4 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A avaliagdo da morfologia e do tamanho das particulas foi realizada por microscopia

eletronica de varredura em microscopio Jeol, modelo JSM6390LV, no LCME-UFSC, sob
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voltagem de aceleragdo de 10 kV. A amostras foram previamente preparagao fixadas com fita

adesiva dupla face em stubs e recobertas com ouro em recobridora a vacuo Leica EM SCD 500.
4.2.2.4.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Espectros de FTIR na regido de 4000—600 cm™! foram obtidos usando espectrometro
PerkinElmer FT-IR/NIR Frontier disponivel no LabCQ-UFSC. O equipamento ¢ equipado com

acessorio de amostragem Universal ATR com uma resolugio espectral de 4 cm™!.

4.2.2.5 Estudos cinéticos de solubilidade

Estudos cinéticos de solubilidade dos sistemas amorfos e da mistura eutética foram
avaliados em condi¢do ndo sink em Shaker NT 715 (NovaTécnica, Brasil), a 37,0 °C, 240 rpm.
Quantidades das amostras em pd, equivalentes a duas doses (D1:100 pg mL™! e D2:1000
ng mL') foram pesadas e adicionadas aos meios. Aliquotas foram retiradas em tempos pré-
determinados, filtradas em membrana de poliamida 0,45 um (Chromaphil® Xtra), diluidas em
metanol:dgua (50/50 v/v) e posteriormente quantificadas por CLAE, de acordo com

metodologia descrita na se¢do 4.2.2.1.
4.2.2.6 Investigagdo de solugoes supersaturadas de griseofulvina e sacarina

Analises de espalhamento de luz dindmico (DLS) foram empregadas para monitorar o
tamanho dos sistemas coloidais em cada meio (pH 6.5 e FaSSIF, contendo ou 20 mM de SAC)
em varias concentragdes do farmaco (através da adi¢do de aliquotas de uma solugdo estoque de
GSF 50 mg mL! em DMF), a 37,0 °C. As medi¢des DLS foram feitas em angulo de
espalhamento de 90°, no Laboratério de Catalise e Fenomenos Interfaciais (LACFI) do
Departamento de Quimica da UFSC.

Como a GSF ¢ uma molécula fluorescente, previamente utilizada como uma sonda de
fluorescéncia sensivel ao microambiente (FRANCA et al.,, 2020b; TAKAHASHI;
YAMAGUCH]I, 1991a), a fluorescéncia do farmaco foi investigada em solucdes supersaturadas
no meio FaSSIF, contendo ou ndo 20 mM de SAC, a 37 °C. As diferentes concentragdes de
GSF foram obtidas através da adicdo de uma solugio estoque de GSF 80 mg mL™! em DMF. O
comprimento de onda maximo e a intensidade dos espectros de emissdo de GSF, de 320 a 580
nm, foram obtidos em fluorimetro Varian Cary Eclipse, no LACFI- UFSC, usando excitagao

em 295 nm.
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4.2.2.7 Estudos de estabilidade

A estabilidade da GSF-SAC QC na forma amorfa foi acompanhada durante o
armazenamento em dessecador a vacuo contendo silica gel a temperatura ambiente com
objetivo de investigar a ocorréncia de recristalizacdo do farmaco. Analises de XRPD foram de
acordo com metodologia descrita no item 4.2.2.4.1 no dia de preparo da amostra (0D), apo6s

dezoito (18S), quarenta e trés (43S) e cento e cinquenta (150S) semanas.
4.2.2.8 Analises estatisticas

ANOVA de uma ou duas vias e testes de comparacdes multiplas de Tukey foram
aplicados para verificar a significancia estatistica (p <0,05 com intervalo de confianga de 95%)

das comparagdes entre as amostras € com seus respectivos controles.
43 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.3.1 Avaliacao do perfil de precipitacao do farmaco em solucdes dos ado¢antes

Como a GSF ¢ um farmaco que recristaliza rapidamente em meio aquoso, foi
primeiramente investigado se os adogantes ISO, MALT ou SAC poderiam retardar ou inibir a

recristalizacao do farmaco em solugao.

Figura 13. Perfis de precipitagdo concentragdo de GSF vs. Tempo (A e D), suas respectivas
AUC dos perfis (B e E) e solubilidade da GSF (C e F), a 37 °C.
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Legenda: Os meios utilizados foram tampao fosfato pH 6,5 e FaSSIF na preseng¢a ou auséncia de adogantes
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(SACQ)). *Estatisticamente significante (p < 0.05) vs. seu respectivo meio puro. Fonte: Elaborado pela autora.
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Os resultados presentes na Figura 13 mostram que a presenga de ISO em tampao pH
6,5 acelera o perfil de dessupersaturagdo da GSF (Figura 13B) e n3o tem impacto na
precipitacao da GSF em FaSSIF (Figura 13E). O MALT nao influenciou no comportamento de
precipitacao do farmaco em nenhum dos meios avaliados (Figura 13B e E), enquanto a SAC
retardou a precipitacdo da GSF em ambos os meios, proporcionando AUC superiores (1,2-1,3

vezes) as AUC obtidas nos meios puros (Figura 13B e E).
4.3.2 Estudos de solubilidade de equilibrio

Os resultados de solubilidade de equilibrio mostraram que a presenga dos adogantes
nao afetou a solubilidade da GSF em tampao pH 6,5 (Figura 13C). O grau de supersaturacao
ou taxa de supersaturagao (SR) foi estimado de acordo com a Equagao 3, visto que este afeta
uma série de processos cinéticos, incluindo a nucleagdo e crescimento de cristais. Como
solugdes supersaturadas possuem um potencial quimico (i) aumentado em comparagdo as
solugoes saturadas correspondentes, essa diferenga de potencial quimico atua como uma forga

motriz para a precipitagdo (PALMELUND et al., 2016; SUN; WEN; TAYLOR, 2016).

Concentraciao maxima de supersaturacgio ~
SR = s d i (Equacao 3)

concentracao de saturacio ou solubilidade de equilibrio

Observou-se que os valores de SR foram similares entre todas as amostras (SR:~10)
durante os estudos de precipitacdo em tampdo pH 6,5. Consequentemente, a diferenga de
potencial quimico entre as solugdes saturadas e supersaturadas foram similares entre os
carreadores, reforcando que impactos positivos ou negativos na precipitacdo do farmaco foram
relacionados as caracteristicas dos carreadores.

Em FaSSIF, a solubilidade da GSF foi aumentada, diminuindo a SR (4,5). Por outro
lado, a presenca dos adocantes impactou negativamente na solubilidade do fArmaco em meio
biorrelevante (Figura 13F). Enquanto o ISO (SR: 7,9) e o MALT (SR: 8,0) diminuiram a
solubilidade da GSF em meio biorrelevante para valores similares aos em tampao pH 6,5, a
SAC (SR: 5,6) manteve-o em um meio termo entre os valores de solubilidade da GSF em
FaSSIF e tampdo pH 6,5. Através dos resultados em meio biorrelevante nota-se que as
diferencas de potencial quimico entre as solugdes saturadas e supersaturadas foram divergem
em todas as condi¢des avaliadas, sendo menor em FaSSIF sem a presenca de carreadores.
Considerando esta perspectiva, mesmo com maior SR, todos os carreadores proporcionaram
perfis de dessupersaturacdo com AUC similares (ISO e MALT), ou maior (SAC) aos em meio

FaSSIF. No entanto, o aumento na AUC proporcionado pela SAC comparada a ISO e MALT
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pode estar relacionado as diferengas de potencial quimico entre as solugdes. Assim, todos os

adocantes foram utilizados no desenvolvimento das formulagdes de GSF.
4.3.3 Caracterizacao das formulacoes desenvolvidas

Os resultados de XRPD (Figura 14) das formulagdes obtidas por moagem em moinho
de bolas mostram a sobreposicao de picos referentes as formas cristalinas do farmaco e dos
carreadores, sendo esta técnica pouco efetiva para o desenvolvimento de sistemas amorfos da
GSF isolada ou associada aos adogantes. Cabe mencionar, porém, que dispersdes solidas de
GSF com o aminodcido triptofano foram desenvolvidas com sucesso utilizando a mesma

metodologia (FRANCA et al., 2020a).

Figura 14. Difratogramas (a esquerda) e imagens de PLM (a direita) das formulagdes.
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Legenda: Griseofulvina cristalina (GSFc), isomalte (ISO), maltitol (MALT), sacarina (SAC), mistura eutética
(GSF-SAC EM) e formulagdes obtidas por moagem em moinho de bolas (BM) e por quench cooling (QC).
Fonte: Elaborado pela autora.
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Por outro lado, os difratogramas das formula¢des de GSF obtidas por QC (Figura 14)
ndo exibiram os picos caracteristicos das matérias-primas cristalinas e apresentaram um halo
amorfo tipico, sugerindo que o farmaco e os carreadores foram amorfizados. As imagens de
PLM, sem a presenca de particulas birrefringentes, confirmam a amorfizagdo de todas as
formulagdes de GSF obtidas pela técnica QC. No entanto, ndo foi possivel obter uma amostra
de SAC amorfa por QC, uma vez que o difratograma da SAC QC apresenta reflexos
caracteristicos do material cristalina. A formulagdo cristalina do farmaco e SAC (GSF-
SAC EM) apresenta sobreposicao de picos caracteristicos das estruturas cristalinas dos
componentes.

Figura 15. A) Curvas DSC de griseofulvina cristalina (GSFc), dos adogantes, das formulag¢des
obtidas por quench cooling (QC) e da mistura eutética de griseofulvina e sacarina na

proporgao 66:34 m/m (GSF-SAC EM). B) Curvas DSC das amostras de misturas eutéticas de
GSF e SAC em diferentes propor¢des, C) diagrama de fases binario e D) Triangulo de
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados de DSC (Figura 15A) mostram que a GSFc apresenta endoterma de
fusdo (218,49 °C) de acordo com dados na literatura, assim como os dados de transigdo vitrea
(Tg: 85,99 °C), evento de recristalizacao (127,09 °C) e ponto de fusdo (215,79 °C) da amostra
GSF QC (FRANCA et al., 2020a; SU et al., 2018). Nas curvas DSC do ISO, dois eventos
endotérmicos foram detectados (em 94,18 e 147,92 °C) correspondentes ao ponto de fusdo de
seus dois estereoisdomeros e desidratacdo (ROWE et al., 2009). MALT e SAC exibiram eventos
de fusdo em 149,14 e 226,65 °C, respetivamente. Trés eventos foram identificados nas curvas

DSC das amostras de GSF-ISO QC (91,75, 120,79 e 214,41 °C) e GSF-MALT (93,12, 116,03
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e 213,35). Os primeiros dois eventos exotérmicos podem estar relacionados a recristalizacao
dos componentes e/ou degradagdo dos aglicares, enquanto o terceiro evento corresponde a
endoterma de fusdo do farmaco.

A amostra GSF-SAC QC (Figura 15A) mostra trés eventos, em 55,38 °C, 110,15 e
168,34, provavelmente correspondentes a T, exoterma de recristalizagdo e ponto de fusdo da
amostra. A baixa transi¢do vitrea do sistema em comparagdo com a amostra GSF-TRYP QC
(3.3.3) justifica a ndo amorfizagao pelo processo de moagem. Embora a temperatura da amostra
mensurada durante o processo de moagem tenha sido de ~30 °C, temperaturas locais ainda mais
altas foram produzidas durante o processo, as quais facilitaram a recristalizagdo imediata da
amostra.

Considerando que o ponto de fusdo distinto da GSF-SAC QC pode estar relacionado
a formacdo de uma mistura eutética, uma amostra GSF-SAC EM foi preparada com os
componentes cristalinos, a qual apresentou um unico evento endotérmico em 174.37 °C.
Analises de DSC adicionais, como as reportadas por Bazzo e colaboradores (BAZZO et al.,
2019; BAZZO; PEZZINI; STULZER, 2020a), foram realizadas para identificar o ponto
estético, ponto no qual ndo existe excesso de nenhum dos componentes na mistura eutética. As
curvas DSC das amostras contendo diferentes propor¢des de GSF e SAC (Figura 15B)
permitiram construir o diagrama de fases binario de GSF-SAC (Figura 15C) e o triangulo de
Tamman (Figura 15D) para a determinagdo do ponto eutético (propor¢do entre os componentes
na qual apenas uma temperatura de fusdo ¢ detectada visto que ndo ha excesso entre os
componentes (BAZZO; PEZZINI; STULZER, 2020b)), a qual corresponde a propor¢ao de
66:34 % (m/m) ou 1:1 (M) de GSF e SAC, respectivamente.

A investigacdo das interagdes intermoleculares no estado s6lido entre a GSF e os
carreadores foi realizada através de andlises de FTIR (Figura 16). Os espectros de GSFc e GSF
QC (farmaco amorfo), presentes na Figura 16. mostram as principais bandas de acordo com
dados da literatura (FRANCA et al., 2020a; MAH et al., 2017, TOWNLEY; EDWARD R.
TOWNLEY, 1979). Ao comparar o espectro da forma cristalina com o espectro do farmaco
amorfo (GSF QC) sdo detectados deslocamentos nas principais bandas, como bandas vC-H
(2969, 2944, 2886 ¢ 2848 cm '), bandas vC=0 do ciclohexeno (1663 cm™), bandas vC=C de
insaturagdio aromdtica e ciclica (1608 e 1586 cm™'), alargamento e sobreposi¢io de bandas
vC-O do grupo aril-metoxil (1217 cm™'), e em bandas em 1349, 1278, 1049 e 830 cm™'. Na
forma cristalina, polimorfo 1, as moléculas de GSF sdo mantidas juntas por for¢as de van der

Waals (relativamente fracas), envolvendo principalmente interagdes intermoleculares entre
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grupos carbonila e grupos metil (de ciclohexeno-dionas), nas quais cada molécula de GSF
interage com outras duas moléculas (PUTTARAJA et al., 1982). Como a forma amorfa tem um
empacotamento molecular diferente da forma cristalina, as mudangas no espectro de FTIR sao
ocasionadas pelos diferentes modos de vibragdo dos grupos moleculares envolvidos no
rearranjo das interagdes moleculares intermolecular.

Figura 16. Espectros FTIR das matérias primas utilizadas, mistura eutética GSF-SAC EM e
amostras obtidas por quench cooling (QC).
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Fonte: Elaborado pela autora.

OISO e 0o MALT apresentaram espectros com suas principais bandas correspondentes
avOH (em 3284 cm ™! para 0 ISO e em 3323 e 3256 cm ! para o MALT) e vC-H (em 2916 cm™!
para 0 ISO, e em 2954 ¢ 2925 cm ™! para 0o MALT), de acordo com a literatura (ANTAL et al.,
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2013; SAHINER, 2018). As analises de FTIR das formulagdes GSF-ISO QC e GSF-MALT QC
mostraram uma sobreposi¢ao das bandas da GSF QC com as bandas dos agucares, com excecao
de alargamentos e sobreposi¢do de bandas VOH dos acucares (em 3305 e 3311 cm™! para o ISO
e MALT, respectivamente). Estas mudangas nas bandas de ISO e MALT podem estar
relacionadas ao processo de amorfizacdo dos aclicares, uma vez que ndo foram observados
deslocamentos nas principais bandas do farmaco.

O espectro da SAC cristalina (Figura 16) mostra suas principais bandas em
3402 (vN-H) e 3093 (vC-H), 2952 (vC-H), 2693 (vN-H), 1716 (vC=0), 1332 ¢ 1174 (vas €
vsS02), 893, e 700cm™' (YN-H) (BARBOSA, 2007; BINEV; STAMBOLIYSKA;
VELCHEVA, 1996; ZHANG; LIN; LIN, 2012). Na estrutura cristalina, as moléculas de SAC
mantém-se unidas através de trés ligacdes intermoleculares relativamente fortes envolvendo os
grupamentos C=0 como aceptores de hidrogénio e grupamentos N-H e C-H (benzeno) como
doadores de hidrogénio (WARDELL; LOW; GLIDEWELL, 2006). O espectro da SAC QC
mostra apenas pequenas alteracdes com relagdo ao espectro da SAC, exceto a reducdo de
intensidade e leve deslocamento de bandas, como em 3403 cm ™! e 899 cm ™!, provavelmente em
decorréncia da ndo amorfizagao total da amostra, a qual mantém ainda suas caracteristicas
cristalinas. A avaliacdo do espectro da GSF-SAC EM (66:34, w/w) mostrou apenas
sobreposicdo das bandas correspondentes aos componentes cristalinos (GSF e SAC), com
maior predominancia das bandas da GSF e nenhum deslocamento significativo, confirmando
que a formulacdo ¢ uma mistura eutética, sem nenhuma interag¢do intermolecular forte entre os
dois componentes.

Por outro lado, o espectro de GSF-SAC QC mostra alargamentos e deslocamentos das
bandas de vN-H comparado com a SAC QC, bem como um deslocamento e alteracdo da
intensidade da banda de vC=0 (para 1737 cm™!) e alteragio na frequéncia e formato da banda
yN-H (704 cm™!). Deslocamentos e alteracdes na intensidade das bandas correspondentes a GSF
foram relativamente menores que para a SAC, no entanto essas pequenas diferencas foram
observadas em todo o espectro da GSF-SAC QC (em 2948, 1660, 1610, 1291, 1218, 835 ¢
675 cm™!, etc.). Neste contexto, duas situacdes podem estar acontecendo: a) os desvios
hipsocromicos (para a esquerda) em relagdo as bandas da SAC, especialmente para a banda
vC=0, foram detectados devido a interrup¢ao das interagdes intermoleculares de ligacao de
hidrogénio SAC-SAC, e/ou b) ambos os componentes podem estar interagindo através de
interacdes intermoleculares relativamente fracas na fase amorfa, tais como interagdes de

hidrogénio envolvendo os grupamentos C-H de anéis aromaticos.
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A andlises morfologicas obtidas por SEM (Figura 17) revelam que todas as amostras
sdo compostas por particulas de tamanho e formato irregulares, ndo mostrando diferengas
substanciais entre si.

Figura 17. Fotomicrografias da griseofulvina cristalina (GSFc), griseofulvina obtida por
quench coolzng (GSF QC) e da mistura eutética de grlseofulvma e sacarina (GSF SAC EM)
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.4 Estudos cinéticos de solubilidade

A cinética de solubilizagdo de todas as formulagdes obtidas por QC, na menor dose
utilizada (D1, Figura 18A e D), foi relativamente baixa em tampao pH 6,5, com AUC
comparaveis a GSFc e a GSF QC, exceto para a amostra GSF-SAC QC. A GSF SAC QC
promoveu uma maior liberagdo do farmaco, conferindo um aumento na AUC de 43% em
comparacdo as amostras GSFc e GSF QC e gerando uma solucao supersaturada. Quando a SAC
foi previamente solubilizada no meio, a mesma concentracdo de SAC em solu¢do nao interferiu
na solubilidade termodinamica do farmaco.

No intuito de mimetizar melhor as condigdes gastrointestinais durante a dissolugdo de
farmacos administrados por via oral, a solubilidade cinética das formulagdes GSF-SAC QC e
GSF-SAC EM foram investigadas em meio biorrelevante (FaSSIF). Como a solubilidade da
GSF ¢ maior em FaSSIF que em tampao, a cinética de solubilizagao da GSFc e GSF QC (Figura
18B e 7E) também foi aumentada. A presenca do adogante hidrofilico na GSF-SAC EM na
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dose D1 ndo melhorou a dissolu¢do do farmaco. A AUC desta amostra foi comparavel com o
farmaco isolado (GSFc e GSF QC), embora a solubilidade de equilibrio do farmaco nesta
amostra seja ligeiramente menor (17,28 £ 1,02 pg mL™') que em FaSSIF. Em contraste, a
GSF-SAC QC (D1) proporcionou uma alta na cinética de liberagao do farmaco em FaSSIF (SR:
3,69), conferindo uma vantagem na AUC de 280% em comparagao as AUC da GSFc e da GSF
QC (Figura 18E). O resultado da solubilidade de equilibrio da GSF em solu¢dao de SAC
previamente solubilizado em FaSSIF (22,35 + 1,18 pg mL™) foi semelhante ao observado no
meio puro, mostrando que a melhora na libera¢ao nao foi decorrente de aumento na solubilidade
de equilibrio. As diferencas observadas na liberacdo da GSF entre a formulagao amorfa (GSF-
SAC QC) e cristalina (GSF-SAC EM) podem estar relacionadas a diferenga na cinética de
solubilizacdo do farmaco nos dois sistemas (amorfo ou cristalino), visto que a concentragao
final de carreador em solucao é a mesma.

Figura 18. Estudos de solubilidade cinética e respectivas AUC em tampao pH 6,5 usando D1
(AeD)eem FaSSIF, D1 (BeE)e D2 (CeE).
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Legenda: Griseofulvina cristalina (GSFc), griseofulvina amorfa (GSF QC), isomalte (ISO), maltitol (MALT),
sacarina (SAC) e formulacdes obtidas pela técnica de quench cooling (QC). D1 e D2 correspondem a diferentes
quantidades de amostra (doses) adicionadas para atingir as concentragdes de 100 ng mL™' e 1000 pg mL ™! em
solugdo, respectivamente. *Estatisticamente diferente (p < 0.05) vs. GSFc e GSF QC.

O aumento da dose (D2) de farmaco nos estudos cinéticos de solubilidade (Figura 18C
e F) ndo proporcionou diferencas significativas na AUC da GSFc e GSF QC. No entanto, um
aumento de 14 % foi observado para a AUC de GSF-SAC QC e uma SR de 4,14 foi atingida.
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A alteragdo da concentragdo de SAC previamente solubilizada no meio ndo alterou a
solubilidade de equilibrio do farmaco (21,21 + 1,30 ug mL!). A liberacio de GSF-SAC EM na
dose D2 proporcionou concentragdes acima da solubilidade do farmaco (SR: 3,15), bem como
um incremento na AUC de 193% (Figura 18C e F). A solubilidade de equilibrio do farmaco na
amostra de GSF-SAC EM nio foi alterada (18,90 + 0,90 pg mL™') na dose D2.

Mesmo nao alterando a solubilidade termodinamica do farmaco, a GSF-SAC EM
aumentou a cinética de liberacdo da GSF, permitindo atingir concentragdes acima da
solubilidade de saturagdo do farmaco. Até o presente momento, este estudo € o primeiro a relatar
que a liberagdo de uma EM resultou em uma solugdo supersaturada, e que este sistema também
pode ser considerado como um sistema de liberagdo de farmaco supersaturado (SDDS). Essa
vantagem de dissolu¢do do farmaco proporcionada pela EM ¢ importante, visto que o farmaco
que possui alta tendéncia a cristalizagdo no estado soélido, dificultando sua estabilizacdo na
forma amorfa. Nos EUA, a formulagdo de GSF em comprimido disponivel no mercado ¢ uma
dispersao solida cristalina contendo 5% do farmaco e 95% do polimero polietilenoglicol (PEG).
Esta formulagao forma um sistema monotético e € obtida por pela técnica de hot melt extrusion,
um método de fusdo. Sistemas monotéticos podem ser considerados sistemas eutéticos cujo
ponto eutético ¢ proximo a propor¢do zero de um dos componentes (BROWN et al., 2014;
LAW et al., 2002).

A solubilidade aquosa de farmacos pouco soliveis pode ser limitada por suas
propriedades do estado solido (interagdes intermoleculares farmaco-farmaco fortes na rede
cristalina) e/ou por sua fraca afinidade para solvatagdo no meio (intera¢des farmaco-solvente
fracas) (WILLIAMS et al., 2013). Em sistemas amorfos, a distancia média entre as moléculas
¢ aumentada devido a auséncia de simetria de ordem de longo alcance, reduzindo a extensao
das forgas de atragdo das moléculas de estado solido e facilitando a remogao das moléculas do
meio solido para o aquoso. No entanto, como os sistemas amorfos sdo metaestaveis,
especialmente um sistema amorfo puro (como GSF QC), quando as moléculas do solvente
interagem com as moléculas do fArmaco na superficie do s6lido, a recristalizacdo também pode
ocorrer, levando a perda da vantagem de dissolu¢dao da forma amorfa (BELLANTONE, 2014).

Em dispersdes so6lidas amorfas (como a GSF-SAC QC), carreadores hidrofilicos s@o
inseridos entre as moléculas do fArmaco a fim reduzir a energia para dispersar essas moléculas
no solvente. A dissolugdo do fArmaco pode ser aumentada por ter interagcdes farmaco-carreador
mais fracas do que as interagdes farmaco-firmaco, reduzindo a energia necessaria para a

dissolu¢do, ou por ter interagdes carreador-agua mais fortes do que as interagdes farmaco-agua,
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aumentando a energia obtida através das interagdes carreador-agua para dissolver moléculas do
farmaco. Desta forma a dispersdo sélida amorfa GSF-SAC QC promoveu uma maior libera¢ao
do farmaco e quando presente no meio, a SAC atuou retardando a precipitagao do farmaco em
solucao.

Considerando que a temperatura de fusdo de um composto fornece uma estimativa
razoavel das interagdes intermoleculares soluto-soluto no estado sélido (WILLIAMS et al.,
2013), presumivelmente, o ponto de fusdo inferior da EM em comparagdo com o farmaco
cristalino pode significar que a presenca da SAC neste sistema enfraquece as interagdes
intermoleculares farmaco-farmaco no estado soélido, facilitando a dissolu¢do da GSF. Um
estudo prévio envolvendo a comparagdo de uma EM de benznidazol e posaconazol com sua
formulagdo amorfa correspondente mostrou uma vantagem na liberacdo da EM comparada aos
farmacos cristalinos e uma melhoria adicional foi proporcionada pela formulagdo amorfa em
comparagdo com a EM (FIGUEIREDO et al., 2017). Porém, em nosso estudo a vantagem
proporcionada pela mistura eutética s6 foi observada na maior dose testada. Embora a
quantidade de SAC ndo impacte na solubilidade cristalina do farmaco, a presenca de uma maior
concentra¢do do carreador no meio parece ser necessaria para atingir uma melhoria na liberagao
do farmaco, quando a formulacdo ndo ¢ amorfa.

A presenga de um carreador altamente hidrofilico na formulagdo altera a energia de
superficie do sistema, alterando potencialmente o nivel de solvatagdo do farmaco (WARREN
et al., 2010) tanto na formulagdo GSF-SAC QC quanto na GSF-SAC EM devido a rapida
dissolugdo da SAC em ambas as formulagdes. E relatado que os componentes de uma mistura
eutética tém uma miscibilidade limitada no estado s6lido, mas sdo completamente misciveis no
estado liquido (BAZZO; PEZZINI; STULZER, 2020a; LEUNER; DRESSMAN, 2000).
Portanto, devido a sua alta afinidade no estado liquido, quando dissolvida primeiramente no
meio biorrelevante, apds atingir uma determinada concentracdo (como observado em D2) a
SAC parece tornar o meio mais propicio para a solubilizacdo do farmaco, facilitando a liberagao

da GSF. Desta forma, essa alterag@o nas caracteristicas do meio foi investigada.
4.3.5 Investigacao de solugdes supersaturadas de griseofulvina e sacarina

Através das andlises de DLS foi avaliado a possibilidade de formacdo de
agregados/precipitados em solugdes supersaturadas de GSF em tampao pH 6,5 e FaSSIF, com
ou sem a presenca de SAC 20 mM (Figura 19A e C). Em tampao pH 6,5 tanto na presenca

quanto na auséncia de SAC foram detectados pequenos agregados na concentracdo de
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50 ng mL! que parecem crescer rapidamente, formando precipitados maiores com o aumento

da concentracdo de farmaco. Sugerindo assim, uma rapida recristalizacdo em ambos os meios

e corroborando com os resultados obtidos nos estudos de precipitacdo e cinética de

solubilizacao em tampao pH 6,5.

Figura 19. Diametro hidrodinamico de solug¢des supersaturadas de griseofulvina (GSF) em A)
tampdo pH 6,5, B) FaSSIF, C) tampdo pH 6,5 + sacarina (SAC) 20mmol L™!, e D) FaSSIF +

SAC 20mmol L', E) Intensidade de fluorescéncia vs. concentracio e F) espectros de
fluorescéncia da GSF em solugdes supersaturadas em FaSSIF e FaSSIF + SAC.
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Em FaSSIF (Figura 19B), foram detectadas particulas com didmetro hidrodindmico
em torno de 42 nm correspondentes as micelas mistas do meio biorrelevante. Conforme a
concentracdo de GSF ¢ aumentada, o tamanho das particulas detectadas permanece o mesmo
até 200 ug mL™'. A partir dessa concentracio particulas maiores sdo detectadas, indicando a
recristalizacdo do farmaco em solu¢do. As medidas DLS das solugdes supersaturadas
FASSIF + SAC (Figura 19D) mostraram uma distribuicdo de padrdo bimodal, sendo o tamanho
das particulas afetado pela presenga do carreador em solucdo, mostrando diametros
hidrodindmicos em torno de 47 ¢ 92 nm. Com a adi¢do do farmaco na solu¢ao houve um
aumento na populacdo de didmetro hidrodinamico em torno de 90 nm, que continuou sendo a
{inica populacio detectada até a concentragio de 249 ug mL™'. Nesta concentra¢io agregados
maiores comegaram a ser detectados, o que parece indicar a recristalizacao do farmaco, a qual
foi levemente postergada pela presenca da SAC no meio biorrelevante.

Moléculas fluorescentes, como a GSF, podem ser sensiveis ao ambiente em que estdo
situadas. Deste modo, a fluorescéncia da GSF em solugdes supersaturadas FaSSIF e
FaSSIF + SAC foi investigada. Analisando os resultados da Figura 19 observa-se uma
diminuicao inicial da intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentra¢ao do farmaco
até 75 pg mL™!, seguida de um aumento da intensidade até 175 ug mL™! em meio biorrelevante
com ou sem a adi¢dao de SAC. Apds essa concentragdo, a GSF apresentou um comportamento
diferente em cada meio. Uma diminui¢do continua na intensidade da fluorescéncia foi detectada
em FASSIF, provavelmente devido a recristalizagdo e consequente diminui¢ao da concentracao
em solu¢do. Nas solugdes FaSSIF + SAC a intensidade de fluorescéncia da GSF permaneceu
relativamente a mesma, embora com algumas flutuagdes, provavelmente devido a manutengao
da concentracdo de farmaco solivel no meio, mesmo apods a adigdo continua de fArmaco na
solugdo supersaturada.

Um deslocamento hipsocrdmico no comprimento de onda méaximo também foi
detectado nos espectros de fluorescéncia da GSF (Figura 19F) em FASSIF + SAC (426 nm) em
comparagao com o detectado em FaSSIF (431 nm). Esse deslocamento no comprimento de
onda méaximo no espectro de emissdo da GSF indica que o fdrmaco estd detectando uma
mudan¢a na polaridade do microambiente, ocasionada pela presenca da SAC no meio
biorrelevante. E reportado que em um ambiente apolar os espectros de emissio de um
fluor6foro mostram um maximo deslocado para o azul (deslocamento hipsocrémico) em
compara¢cdo com o maximo de espectros obtidos em um ambiente polar (ALBANI, 2008).

Interagdes intermoleculares de hidrogénio entre as moléculas de SAC, envolvendo seus
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grupamentos polares amina ou carboxila, com os componentes dos sais biliares, envolvendo
seus grupamentos sulfato, fosfato ou colina, podem estar ocorrendo, levando possivelmente a
incorporagao da SAC a superficie das micelas. Desta forma, as moléculas de GSF detectaram
um ambiente mais hidrofobico ao seu redor quando uma alta concentragdo de SAC foi
adicionada em FaSSIF, tornando o meio mais favoravel para a solubiliza¢dao do fArmaco, como

foi observado nos estudos cinéticos de solubilidade.
4.3.6 Estudos de estabilidade

Através do monitoramento de analises de XRPD durante o armazenamento da amostra
GSF-SAC QC foi possivel detectar tragos de recristalizacdo da amostra a partir de 18 semanas
(Figura 20). No entanto, mesmo apds um tempo prolongado de armazenamento (150S), a
formulacao permaneceu predominante amorfa, diferentemente do comportamento observado

para a GSF QC (item 3.3.5).

Figura 20. Difratogramas da amostra GSF-SAC QC durante estudos de estabilidade.
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Legenda: Analises obtidas no dia da preparacao (0D), e apos 18 (18S), 43 (43S) e 150 (150S) semanas em
dessecador a vacuo, a temperatura ambiente. Fonte: Elaborado pela autora.

Este ¢ um fato interessante, uma vez que a GSF-SAC QC apresenta um menor valor
de Ty que o farmaco amorfo isolado. Um estudo prévio investigou os mecanismos de
recristalizacdo da GSF em sistemas monotéticos amorfos contendo 6xido de polietileno (PEO),
os quais apresentavam valores de Ty inferior ao farmaco isolado. Este estudo mostrou que
embora a Ty seja um indicativo da mobilidade global de um sistema amorfo, apds a adicao de

um carreador que atua como plastificante, este parametro ndo seria suficiente para explicar seu
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impacto na cinética de recristalizacdo do farmaco. Quando ocorria uma separacao de fases, uma
camada rica no carreador era formada na interface dos cristais de GSF. Esse enriquecimento da
fase amorfa circundante aos cristais pelo carreador (PEO) levava a uma modificagdo no
mecanismo de crescimento rapido dos cristais, observando-se uma desaceleracdo na
recristalizacdo da GSF por meio do aprisionamento desses dominios pelo carreador (ZHANG

etal., 2019).
44 CONCLUSAO

O uso de adocantes (ISO, MALT e SAC) como carreadores hidrofilicos ndo impactou
na solubilidade da GSF em tampao, levou a uma redugdo da solubilidade do farmaco em meio
biorrelevante, ¢ ndo afetou (ISO e MALT) ou teve um impacto modesto (SAC) no
comportamento de precipitacdo da GSF em solugdes supersaturadas. A associagdo da GSF com
adogantes possibilitou o desenvolvimento de diferentes dispersdes solidas, formulagdes
amorfas e uma mistura eutética, com sucesso.

A formulagdo amorfa de GSF com SAC, o carreador que forma uma mistura eutética
com o farmaco, proporcionou um aumento na cinética de liberagao da GSF quando comparada
com os sistemas amorfos dos demais carreadores testados em tampdo pH 6,5. Em meio
biorrelevante, a GSF-SAC QC forneceu uma melhoria na dissolugdo do farmaco em
comparag¢do a GSF amorfa, cristalina e a mistura eutética em ambas as doses testadas.

Os estudos cinéticos de solubilidade mostraram que a EM forneceu uma vantagem na
liberagdo do farmaco em meio biorrelevante em comparagdo com o farmaco amorfo e cristalino,
quando uma alta dose foi testada (D2), levando a formagdo de uma solug¢do supersaturada.
Estudos de fluorescéncia mostraram que a presenca da SAC no meio biorrelevante alterou a
micropolaridade do meio detectada pela GSF, assim a SAC tornou o meio mais propicio para a
liberag@o do farmaco. O fato de a liberagdo do farmaco a partir das formulac¢des contendo SAC
levar a concentragdes acima da solubilidade de saturagdo em ambos tanto num sistema amorfo
(GSF-SAC QC) ou como em um sistema cristalino (GSF-SAC EM) pode ser considerado um

resultado importante para contornar as limitacdes biofarmacéuticas deste fArmaco.
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5  CAPITULO IV: O PAPEL DO ACIDO GLICIRRIZICO EM FENOMENOS
COLOIDAIS DE SISTEMAS SUPERSATURADOS DE LIBERACAO DE
FARMACOS CONTENDO O ANTIFUNGICO GRISEOFULVINA

5.1 INTRODUCAO

A modulagdo das propriedades de solubilidade de farmacos tem sido explorada por
meio de muitas estratégias de formulagdo, como sistemas supersaturados de liberacao de
farmacos (SDDS), no intuito de melhorar a dissolugdo e biodisponibilidade de farmaco
hidrofobicos. Estes sistemas podem dissolver-se rapidamente, levando a uma condi¢do de
supersaturagdo do fAirmaco nos fluidos gastrointestinais (FRANCA et al., 2019; PRICE et al.,
2018). No entanto, como as solug¢des supersaturadas t€m um potencial quimico aumentado (em
comparagdo com as solugdes saturadas ou insaturadas), estas sdo consideradas instaveis e
tendem a precipitar, perdendo a vantagem de dissolucao desses sistemas (KAUR; NARANG;
BANSAL, 2018; PALMELUND et al., 2016). A capacidade dos SDDS em resistir a
recristalizacdo mediada por solventes depende da propensdo de recristalizagdo inerente ao
farmaco e da capacidade de seus constituintes em inibir € postergar os processos de nucleagdao
e crescimento de cristais (NEWMAN; REUTZEL-EDENS; ZOGRAFI, 2018).

E reportado que a composicio dos fluidos gastrointestinais pode afetar a solubilidade
e a precipitacdo de faArmacos hidrofobicos (CALAFATO; PICO, 2006; YEAP etal., 2019). Uma
contribui¢do dos sais biliares na manuten¢do da supersaturacdo foi observada, porém esta
geralmente ndo ¢ suficiente para evitar a recristalizacdo. O efeito contrario também ja foi
observado para alguns farmacos. Assim, a aplicacio do meio biorrelevante em estudos de
supersaturagdo ¢ frequentemente recomendada a fim de melhorar a correlagdo in vitro-in vivo
(INDULKAR et al., 2016; KAUR; NARANG; BANSAL, 2018; PINTO et al., 2018). A
necessidade de aplicagdo de inibidores de precipitacdo para estabilizar sistemas supersaturados
tem levado a exploracdo de novas abordagens como o uso de moléculas de baixa massa molar,
quando o uso de polimeros ¢ considerado inviavel ou inadequado (LAITINEN et al., 2017;
NEWMAN; REUTZEL-EDENS; ZOGRAFI, 2018; OJARINTA et al., 2017). Dessa forma, a
descoberta de novos inibidores de precipitacao eficazes ¢ desejavel, especialmente moléculas
de baixa massa molar para farmacos de alta dosagem, como a GSF (Figura 3).

O 4cido glicirrizico (GA, Figura 5) € o principal composto bioativo extraido das raizes

de alcacuz. E um material seguro e atoxico que tem sido aplicado como aromatizante e adogante
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(POLYAKOV, 2011; U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020). Devido a sua
estrutura molecular anfifilica, contendo uma por¢ao hidrofilica (dois residuos glucurénicos) e
uma por¢ao hidrofébica (aglicona), este composto apresenta acdo tensoativa em solugdo
aquosa. Também ¢ relatado que o GA pode se autoassociar em complexos ou agregados
coloidais/micelas para solubilizar compostos hidrofébicos pela reorientagdo de seus fragmentos
hidrofébicos e hidrofilicos em um ambiente aquoso (KORNIEVSKAYA; KRUPPA;
LESHINA, 2008; MATSUOKA et al., 2016; METELEVA et al., 2019; POLYAKOV, 2011;
POLYAKOV et al., 2006). No contexto da supersaturagdo, poucos estudos envolvendo o GA
sdo relatados. Uma patente relatou o uso do GA como ativo principal pouco soluvel em um
sistema de liberagcdo de farmacos autoemulsionante (YU et al., 2006), enquanto dois outros
estudos relataram que o GA poderia interferir nas propriedades de recristalizacdo de
nanoparticulas de celecoxibe e itraconazol amorfo, quando esses sistemas estavam dispersos
em agua (FERNANDEZ-RONCO et al., 2015; MARGULIS-GOSHEN et al., 2011). Embora
este composto seja de interesse farmacéutico, o efeito do GA em solugdes supersaturadas de
GSF ndo foi investigado até o momento, nem o desempenho do GA em meio biorrelevante.

Neste contexto, foi hipotetizado que o 4cido glicirrizico poderia agir como um inibidor
de precipitacdo em solucdes supersaturadas de griseofulvina. Neste trabalho também foi
investigado o impacto do meio biorrelevante na formacao coloidal do acido glicirrizico e como
0 meio afeta a separagdo de fases em condi¢des de supersaturacgao.

Cabe mencionar que os resultados deste capitulo ja se encontram publicados no
periodico Journal of Molecular Liquids, sendo o manuscrito intitulado The role of glycyrrhizic
acid in colloidal phenomena of supersaturation drug delivery systems containing the antifungal

drug griseofulvin (Figura A 2, na se¢io APENDICE).
5.2 METODOLOGIA
5.2.1 Materiais

A GSF foi adquirida da empresa Inner Mongolia Glint Pharmaceutical CO Ltd.
(China). O GA e o pireno (adequado para fluorescéncia, pureza > 99,0%) foram adquiridos das
empresas Galena® (Brasil) e Sigma-Aldrich® (Brasil), respectivamente. A 4gua ultrapura
utilizada nos experimentos foi obtida através de sistema Milli-Q (EUA). Outros reagentes
quimicos utilizados foram de grau para CLAE ou de grau analitico. O meio biorrelevante foi
adquirido da empresa Biorelevant.com (RU). O tampao fosfato de sédio pH 6,5 e o FaSSIF

foram preparados de acordo com as recomendacdes disponiveis no site Biorelevant.com.
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5.2.2 Métodos
5.2.2.1 Efeito do acido glicirrizico na solubilidade de equilibrio da griseofulvina

Os estudos de solubilidade foram determinados utilizando Shaker Nova Técnica
NT-715 (Brasil), no LabCQ- UFSC. Um excesso de GSF cristalina foi adicionado a 25 mL de
tampdo fosfato pH 6,5 ou 10 mL de FaSSIF, com ou sem a presenca de GA 30 mmol L
(aproximadamente 1000 vezes a solubilidade do fAirmaco). As amostras foram agitadas a 240
rpm, a temperatura de 37,0 °C, até atingirem o equilibrio (48 h), em triplicata. Em tempos pré-
determinados, aliquotas das amostras foram retiradas, filtradas através de membrana de
poliamida de 0,45 um (Chromaphil® Xtra), diluidas em metanol:dgua (50:50, v/v) e
quantificadas por CLAE.

A quantificagdo do farmaco foi realizada em cromatdgrafo PerkinElmer Series 200 da
Central Crom-UFSC, utilizando detec¢ao UV em 254 nm, fase movel metanol:agua (50:50, v/v),
com fluxo de 1 mL min™!, a 25 °C e volume de injecdo de 20 pL. A fase estaciondria utilizada
foi uma coluna C18 (Kinetex® 110A, 5 pm, 150x4.6 mm). A curva padrio apresentou boa

linearidade (R > 0,99) na faixa de concentragdo relevante.
5.2.2.2 Avaliagado do impacto do acido glicirrizico no perfil de precipitagdo da griseofulvina

Os estudos cinéticos de precipitagao da GSF foram conduzidos em 50 mL de tampao
pH 6,5 e 25 mL de FaSSIF, com ou sem a presenca de 30 mmol L! de GA. As amostras foram
mantidas a 37,0 °C, 240 min em Shaker Nova Técnica NT 715 no LabCQ-UFSC, sob agitacao
constante de 240 rpm. A quantificagdo da concentragdo de GSF em diferentes tempos foi
realizada por metodologia CLAE descrita na secdo 5.2.2.1. As solugdes supersaturadas foram
geradas através do métodos de solvent shift (PINTO et al., 2018), adicionando pequenas
aliquotas de uma solugio estoque de GSF (80 mg mL™! dissolvida em DMF) aos meios, a fim
de atingir 4 concentragdes diferentes (100, 300, 600 e 1200 pg mL™'). A concentracio do
solvente organico DMF foi inferior a 1,5%, a qual foi previamente checada que ndo interfere
na solubilidade aquosa do farmaco. A AUC de cada perfil de concentracdo vs. tempo foi

calculada utilizando o suplemento DD Solver® no software Microsoft Excel®.

5.2.2.3 Investigac¢do do fenomeno de separagdo de fases em solugoes supersaturadas de

griseofulvina

Estes estudos foram conduzidos a fim de avaliar a concentragdo maxima de farmaco

livre que ¢ miscivel nos diferentes meios até que uma separagao de fases ocorra (solubilidade
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do amorfo ou LLPS), adaptando a metodologia previamente descrita na literatura (ALMEIDA
E SOUSA et al, 2015; MOSQUERA-GIRALDO; TAYLOR, 2015). As solugdes
supersaturadas foram geradas através da titulagdo de uma solucio estoque de GSF (50 mg mL"!
dissolvida em DMF) a 2 mL de meio em cubetas de quartzo, seguidas de homogeneizagao da
amostra (10 vezes). O meio utilizado foi tampao pH 6,5 ou FaSSIF, com ou sem a presenca de
GA 30 mmol L', mantido a temperatura de 37,0 °C. Apés cada adigdo da solucdo estoque as
amostras foram investigadas por espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de fluorescéncia,

espalhamento de luz dinamico (DLS) e microscopia de luz polarizada (PLM).
5.2.2.3.1 M¢étodo espectrofotométrico UV/Vis

A concentragdo maxima de farmaco atingida em uma solu¢do homogénea pode ser
determinada através do monitoramento do espectro UV-Vis do firmaco em um comprimento
de onda que este absorve e um que ndo absorve. Com o aumento do fairmaco livre em solugao,
a intensidade de absorbancia do farmaco ¢ aumentada, até atingir a concentragdo em que uma
nova fase ¢ formada em solucdo (agregados coloidais ou precipitados cristalinos). Com o
aumento da formagdo da nova fase, um espalhamento de luz no comprimento de onda nao
absorvente ¢ observado, exibido como um aumento na linha de base (INDULKAR et al., 2018).
O espalhamento de luz relativo e intensidade de absorbancia no UV-Vis das solugdes
supersaturadas foram monitorados de 320-600 nm em espectrometro Varian Cary 50 Bio
UV/Vis, equipado com sistema Agilent PCB 1500 Water Peltier para controle da temperatura,
no LACFI- UFSC. Os experimentos foram realizados em triplicata e a temperatura foi mantida
a 37,0 °C. A absorbancia em 365 nm foi plotada ap6s correcdo da linha de base com o

espalhamento de luz relativo observado em 450 nm.
5.2.2.3.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia das solucdes supersaturadas de GSF foram
monitorados a fim de determinar a concentracdo em que a GSF forma agregados ricos em
farmacos, a 37,0 °C. Como a GSF ¢ uma molécula fluorescente, o farmaco foi usado como uma
sonda de fluorescéncia sensivel ao ambiente. O comprimento de onda maximo e a intensidade
dos espectros de emissdo da GSF foram investigados mudando a polaridade do ambiente local
através do uso de misturas etanol/dgua na faixa de 0-99% (v/v), a fim de comparar com os
sistemas coloidais. Os espectros de fluorescéncia foram adquiridos usando um fluorimetro
Varian Cary Eclipse, no LACFI- UFSC. As amostras foram excitadas em 295 nm e os espectros

de emissao foram registrados no intervalo de 320-580 nm.
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5.2.2.3.3 Espalhamento de luz dindmico (DLS) e microscopia de luz polarizada (PLM)

As andlises de DLS foram conduzidas para estimar o tamanho de particula de
agregados/precipitados formados durante a titulagdo das solugdes supersaturadas de GSF. O
diametro hidrodindmico foi determinado usando a op¢ao de dimensionamento de particulas do
DLS ZetaPlus da Brookhaven, no LACFI- UFSC, em quintuplicata. As medigdes foram feitas
utilizando angulo de espalhamento de 90° e temperatura de 37,0 °C. Antes das analises, os
meios foram filtrados usando membrana de 0,45 um (Chromaphil® Xtra) e preenchidos em
cubetas de quartzo.

Nas andlises de PLM, os agregados formados nas solugdes supersaturadas foram
avaliados com base em sua birrefringéncia, visto que cristais e particulas amorfas sao
observados como birrefringentes e ndo birrefringentes, respectivamente. Apos as titulagoes,
aliquotas da solugdo supersaturada (37 °C) foram retiradas, colocadas em laminas de vidro e
investigadas imediatamente em microscopio Olympus CX41RF, com aumento de 200x. O
equipamento, disponivel no Laboratorio de Bioquimica Clinica II da UFSC, possui analisador

de luz transmissor U-ANT e polarizador de luz transmitida U-POT (Japao).
5.2.2.3.4 Investigacdo da solugdo coloidal de acido glicirrizico

As solugdes de GA foram investigadas através de estudos de condutividade, medicdes
de viscosidade, analises de DLS e espectroscopia de fluorescéncia a fim de avaliar os agregados
coloidais formados em tampdo pH 6,5 + GA 30 mmol L!, meio biorrelevante FaSSIF e

FaSSIF + GA 30 mmol L.
5.2.2.3.5 Estudos de condutividade

A determinagdo da concentracdo de agregacao critica (CAC) do GA foi realizada
através da titulacao de uma solucao estoque de GA em tampao pH 6,5 e FaSSIF. O impacto da
presenca de GSF (100 pg mL™') na CAC do GA foi investigado através da adicdo de uma
aliquota de uma solugéo estoque de GSF (10 mg mL™! em DMF) ao meio, antes de comegar a
titulacdo com a solugdo estoque de GA. As medidas de condutividade foram realizadas em

condutivimetro Metrohm 712, no LACFI-UFSC, utilizando 20 mL de meio, mantido a 37 °C.
5.2.2.3.6 Medidas de viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas viscosimetro Brookfield LV DV-II + Pro,

acoplado a banho termostatizado TE-2005 Tecinal, utilizando spindle SV18, no LabCQ- UFSC.
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As andlises foram realizadas em duplicata, utilizando 20 mL de meio e velocidade de 150-200

rpm, com controle de temperatura a 37,0 °C.
5.2.2.3.7 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O diametro hidrodinamico dos agregados coloidais de GA formados nas solugdes
tampao pH 6,5 e FaSSIF foram determinados usando a op¢ao de dimensionamento de particulas
do equipamento ZetaPlus de Brookhaven, no LACFI- UFSC, em quintuplicata. As medigdes
DLS foram feitas em angulo de espalhamento de 90° e temperatura de 37,0 °C. Antes da anélise,
os meios foram filtrados usando membrana de poliamida de 0,45 pm (Chromaphil® Xtra) e

preenchidos em cubetas de quartzo.
5.2.2.3.8 Espectroscopia de fluorescéncia

A avaliagdo da micropolaridade local foi realizada utilizando pireno, uma sonda de
fluorescéncia hidrofobica de polaridade comumente usada. Esta sonda pode detectar mudangas
na polaridade do microambiente do meio pela razdo entre a intensidade de suas duas bandas
fluorescentes caracteristicas: banda I e banda III (GEROLA et al., 2017). Os espectros de
emissdo de pireno (0,5 pmol L) foram obtidos em um fluorimetro Varian Cary Eclipse, no
LACFI- UFSC. A amostra foi excitada em 334 nm, e os espectros de emissdes foram registrados
na faixa de comprimento de onda de 350 a 600 nm apds a titulagdo de uma solugdo concentrada
de GA (200 mmol L! dissolvida em tampao pH 6,5) aos meios. A polaridade do microambiente
foi avaliada a partir do célculo da razdo entre as bandas do pireno I e III, em 373 e 385 nm,

respectivamente.
5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.3.1 Efeito do acido glicirrizico na solubilidade de equilibrio do farmaco

A presenga do GA em tampao pH 6,5 proporcionou um aumento solubilidade de
equilibrio do firmaco (85,82 + 3,76 ug mL™') equivalente a 8 vezes a solubilidade da GSF no
meio sem a presenca do carreador (10,45 + 0,78 pg mL™"). Este fato deve-se a habilidade do
GA em formar complexos ou agregados coloidais com capacidade de solubilizagdo de farmacos
hidrofobicos ja reportada na literatura (POLYAKOV, 2011).

Em meio biorrelevante (FaSSIF), a solubilidade da GSF foi aumentada 2 vezes
(22,05 + 0,24 ng mL!) em comparagdo a solubilidade em tampao pH 6,5, como resultado da
solubilizacao micelar promovida pelo taurocolato de sédio e pela lecitina (PAS et al., 2018).

No entanto, em meio biorrelevante na presenca do GA o valor de solubilidade do farmaco
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(9,83 £ 0,69 ug mL') foi similar ao encontrado em tampdo pH 6,5, sem a presenca dos sais
biliares e do carreador. Este resultado demonstra que capacidade de solubilizagao do GA foi
fortemente alterada pela presenca dos sais biliares no meio biorrelevante. Recentemente, foi
reportado que o meio biorrelevante pode interagir com alguns polimeros e surfactantes
alterando suas propriedades solubilizantes e/ou de inibi¢do de precipitagdo de farmacos em
solugodes supersaturadas (INDULKAR et al., 2018; LU et al., 2017; PINTO et al., 2018). Desta
forma, o impacto do meio biorrelevante na inibicdo de precipitacdo do farmaco e na formacao

de agregados coloidais em solu¢ao foi investigada.

5.3.2 Avaliacio do impacto do acido glicirrizico no perfil de precipitacio da

griseofulvina

Estudos cinéticos de precipitagdao foram realizados a fim de avaliar a capacidade do
GA em manter a condi¢do de supersaturagdo de GSF, quando diferentes concentragdes do
farmaco foram adicionadas em tampao pH 6,5 ¢ FaSSIF. Como pode ser observado nos perfis
de concentracdo vs. tempo (Figura 21) e suas respectivas AUC, a GSF precipitou quase
completamente dentro de 5 min nas concentracdes mais altas, tanto em pH 6,5 quanto em
FaSSIF. Esses resultados mostraram que a presenga de sais biliares no meio biorrelevante nao
foi capaz de retardar a precipitagdo do GSF. Esses dados estdo de acordo com diversos estudos
da literatura que relatam que a GSF ¢ um farmaco de recristalizagdo rapida e tem baixa
propensdo a formar solucdes supersaturadas de alto grau. Em decorréncia da sua cinética de
recristalizacdo rapida, a concentragdo de “LLPS” ou “solubilidade do amorfo” teorica da GSF
nunca foi alcangada durante a dissolu¢ao de um sistema amorfo (ALMEIDA E SOUSA et al.,
2015; BLAABJERG et al., 2018; BOGNER et al., 2010; OZAKI et al., 2012).

Em contraste, a presenca do GA retardou a precipitagcdo da GSF nos dois meios
testados. Valores de AUC equivalentes a 21 e 9 vezes (Figura 21E e F) foram obtidos em
comparagdo com os obtidos em tampao pH 6,5 e FaSSIF, respectivamente, sem a presenga do
carreador. Entretanto, uma mesma concentragdo induz a uma taxa de supersaturacao (SR)
menor em tampao pH 6,5 + GA que em FaSSIF + GA, devido a maior solubilizacio do farmaco
no primeiro meio. E esperado que em baixas SR, a taxa de nucleaciio a partir de solugdes
supersaturadas seja praticamente zero. Contudo, quando a SR aumenta e atinge um certo valor
em que a nucleacdo ¢ diferente de zero, qualquer pequeno aumento na supersaturagdo pode
intensificar drasticamente a taxa de nucleacdo (BECKMANN, 2013). As concentragdes de

supersaturagdo mantidas em ambos os meios foram comparaveis, conforme demonstrado por
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seus valores de AUC equivalentes (Figura 21E e F), mesmo com uma menor diferenca de
potencial quimico entre a solucdo supersaturada e a saturada e uma reduzida for¢a motriz para
precipitacao em tampao pH 6,5 + GA que em FaSSIF + GA. Este resultado pode ser decorrente
dos valores de “solubilidade amorfa” do farmaco nos dois meios contendo o GA, ou devido a

uma capacidade de inibi¢ao de precipitacdo mais elevada do GA em FaSSIF.

Figura 21. Perfis de concentracdo vs. tempo da GSF nos ensaios de precipitagdo em tampao
pH 6,5 (A e C) e em FaSSIF (B e D).
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Legenda: As concentragdes de firmaco adicionadas aos meios foram 100, 300, 600 e 1200 pg mL"!,
representadas pelas linhas continuas (n = 3). A solubilidade do farmaco cristalino em cada meio de dissolugdo ¢
representada pela linha preta tracejada (n = 3). Fonte: Elaborado pela autora.
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Cabe mencionar que as concentragdes de supersaturagdo de GSF mantidas em nosso
estudo de precipitagdo, em ambos os meios, foram superiores as concentragdes obtidas
anteriormente empregando alguns polimeros em condigdes semelhantes, como HPMC e
metilcelulose (HONG; NOWAK; WAH, 2018), e HPMC-AS e PVP-VA (CHEN et al., 2015b).
Esses resultados demonstram o potencial do GA como um carreador de baixa massa molar (ndo
polimérico) como um inibidor de precipitacio em sistemas supersaturados de farmacos

hidrofébicos, como a GSF.

5.3.3 Investigacao do fenomeno de separacao de fases em solucoes supersaturadas de

griseofulvina

O fendmeno de separacao de fases foi investigado a fim de entender o efeito do GA na
precipitacdo do farmaco nos diferentes meios (Figura 22). Os resultados de espectroscopia de
fluorescéncia da GSF em solucdes etanol/dgua (0% a 99% de etanol) mostraram deslocamentos
para o azul (hipsocrémicos) no comprimento de onda maximo dos espectros de emissdo (Figura
22B) quando a polaridade do meio ¢ alterada para um ambiente de menor polaridade. Além
disso, diferengas na intensidade de picos foram detectadas em meios distintos e concentragdes
diferentes em solugdo, corroborando com os dados da literatura de que o GSF pode ser usada
como uma sonda de fluorescente (CALAFATO; PICO, 2006; TAKAHASHI; YAMAGUCH]I,
1991b).

E possivel observar que quando a concentragdo foi aumentada em tampdo pH 6,5
(Figura 22C) e em FaSSIF (Figura 22D), a intensidade de fluorescéncia do pico de GSF
diminuiu, provavelmente devido a um processo autossupressdo de fluorescéncia (do inglés
self-quenching). Quando hd um niimero de moléculas acima da solubilidade em solugdo, as
colisdes moleculares do farmaco podem ser aumentadas, reduzindo a intensidade de
fluorescéncia através do fenomeno de autossupressao de fluorescéncia (LAKOWICZ, 2006).

A medida que a taxa de supersaturacio aumentou, o espectro de UV-Vis mostrou um
aumento na linha de base em comprimentos de onda que o farmaco nao absorve (450 nm) e
uma descontinuidade no incremento de intensidade em um comprimento de onda absorvente
(365 nm). Essas mudangas indicam a formagao de uma nova fase em solugdo nas concentragdes
de 129,11 £ 25,40 pgmL! e 93,84 + 14,46 pg mL"! em tampdo pH 6,5 (Figura 22C) e em
FaSSIF (Figura 22D), respectivamente. A competicdo entre as forgas atrativas e repulsivas, em
solucdes supersaturadas levam a juncdo e desprendimento de moléculas, podendo formar

pequenos aglomerados que tanto podem se desintegrar (se dissolver novamente) ou podem se
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tornar nucleos que crescem ainda mais a fim de reduzir a energia livre do sistema

(BECKMANN, 2013; LEWIS et al., 2015). A supressdo do movimento molecular, nestes

pequenos aglomerados provavelmente levou ao pequeno aumento na intensidade de

fluorescéncia observada (TAKAHASHI; YAMAGUCHI, 1991b).

Figura 22. Dados de emissao de fluorescéncia da GSF em diferentes solucdes (A e B).
Representagdes graficas do espalhamento de luz relativo no UV-Vis (450 nm), absorbancia no
UV (365 nm) e intensidade de fluorescéncia da GSF obtidas durante os estudos de separagdo

de fase em C) tampdo pH 6,5, D) FaSSIF, E) tampao pH 6,5 + GA 30 mmol L' e
F) FaSSIF + GA 30 mmol L™
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Legenda: As solugdes supersaturadas foram obtidas através de titulagdo de uma solucdo estoque de GSF, a
37 °C. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 23. Diametro hidrodindmico dos agregados/precipitado formados nas solugdes
supersaturadas de GSF, em A) tampao pH 6,5, B) FaSSIF, C) tampao pH 6,5 + GA
30 mmol L', e D) FaSSIF + GA 30 mmol L.
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Legenda: As analises foram feitas em quintuplicata, 37,0 °C. Fonte: Elaborado pela autora.

Posteriormente, o espalhamento de luz relativo permaneceu aumentando em um
comprimento de onda ndo absorvente, enquanto a absorbancia no UV-Vis e a intensidade de
fluorescéncia reduziram, indicando uma diminui¢ao na concentragdo do farmaco devido a
recristalizacdo em solucdo. As andlises de DLS da nova fase formada mostraram particulas com
elevado didmetro hidrodinamico (Figura 23A e B) e particulas birrefringentes nas imagens de
PLM (Figura 24), confirmam a presenca de precipitados cristalinos do firmaco em tampao pH
6,5 e em FaSSIF. Nas solugdes supersaturadas, a adicdo de mais moléculas aos aglomerados
vai tornando-se cada vez mais favoravel energeticamente, até que estes atinjam um tamanho

minimo que seja estavel e ndo se dissolvam novamente. Acima desse tamanho, todos os nucleos
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tendem a crescer, uma vez que a energia livre do sistema sé pode ser diminuida através do
atrelamento de novas moléculas (BECKMANN, 2013; LEWIS et al., 2015).

Em tampao pH 6,5 + GA, a intensidade de fluorescéncia permaneceu relativamente
constante abaixo da solubilidade da GSF no meio (= 85 ng mL™!, Figura 22E). Acima dessa
concentracdo, o ambiente aquoso provavelmente favoreceu o processo autossupressao de
fluorescéncia do farmaco hidrofébico (ABUIN; LISSI, 1993) e a intensidade de fluorescéncia
reduziu, de forma similar aos resultados obtidos em tampdao pH 6,5. Em
287,59 £ 103,93 ug mL!, um aumento no espalhamento de luz relativo em 450 nm indicou um
outro ponto de transicdo. Uma concomitante elevagdo na intensidade de emissdo de
fluorescéncia do farmaco foi detectada (Figura 22E), sugerindo que o firmaco poderia estar
particionando em outro microambiente no qual estaria protegido contra processos de supressao
de fluorescéncia, como uma fase coloidal (COSTA et al., 2019). Quando a recristalizagao ¢
adequadamente inibida ou retardada durante a dissolugao de um sistema de supersaturado de
liberagdo, a solubilidade do amorfo (méxima concentracdo de farmaco livre miscivel em uma
solugdo supersaturada) pode ser excedida. Acima dessa concentragdo, uma separacao de fase
liquido-liquido (LLPS) pode ser cineticamente favorecida, levando a formagao de (nano ou
micro) agregados na fase aquosa, que podem permanecer em pseudo-equilibrio com a solucao
supersaturada (ALMEIDA E SOUSA et al, 2015, BROUWERS; BREWSTER;
AUGUSTIINS, 2009; PRICE et al., 2018; TAYLOR; ZHANG, 2016).

As medidas de DLS (Figura 23C) mostraram uma distribui¢do de tamanho de
particulas bimodal, com estruturas em torno de 100 nm e outras maiores que 1 pm proximas a
esta concentracao de transi¢do. Embora estivesse ocorrendo a formagao de uma fase coloidal,
a recristalizacdo do farmaco aconteceu concomitantemente, visto que particulas cristalinas
foram também detectadas nas andlises de PLM em pH 6,5 + GA (Figura 24). Com o aumento
da concentragdo da solugdo supersaturada observou-se uma reducdo na absorbancia UV-Vis do
farmaco (365 nm), indicando a deplecao da concentracdo do fArmaco em solugdo decorrente da
recristalizacao do farmaco (Figura 22E). O notavel aumento da solubilidade proporcionado pelo
GA em tampao pH 6,5 e a consequente reducao da taxa de supersaturacdo, provavelmente,
retardaram a precipitagdo do farmaco e facilitaram a separagao/formacao de uma fase coloidal
do farmaco (aumento significativo da intensidade da fluorescéncia do farmaco) (Figura 22E).
No entanto, o GA foi capaz apenas de postergar, mas ndo evitar completamente, a

recristalizacao do farmaco em tampao pH 6,5.
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Figura 24. Imagem de microscopia de luz polarizada (magnificacdo 200x) de duas diferentes
concentragdes de GSF (300 e 600 pg mL™") em solugdes supersaturadas em tampao pH 6,5
FaSSIF, com ou sem a presenga de GA 30 mmol L.

pH 6,5 + GA

FaSSIF

FaSSIF + GA

Fonte: Elaborado pela autora.
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No meio FaSSIF + GA, houve reducdo na intensidade de fluorescéncia em baixas
concentragdes de GSF, similar aos resultados encontrados em tampao pH 6,5 + GA (Figura
22F). Uma interrupgao nesse declinio da intensidade de fluorescéncia foi detectada com o
aumento da concentragdo de GSF, indicando um diferente rearranjo em solucao. O subsequente
aumento na intensidade de fluorescéncia e resultados de espalhamento de luz relativo e
absorbancia no UV-Vis indicaram que separacdo de fases ocorreu em torno de
313,96 + 21,17 ng mL"!, concentragdo similar ao valor de solubilidade do amorfo da GSF
(=356 ug mL!) previamente reportado (ALMEIDA E SOUSA et al., 2015). Em concentragdes
abaixo deste ponto de inflexdo no meio FaSSIF + GA, os agregados coloidais monodispersos
detectados (antes mesmo da adicdo de fdrmaco no meio) permaneceram com didmetro
hidrodindmico relativamente constante 4 medida que a concentragdo aumentou (Figura 23D).
Contudo, ap6s esse ponto de inflexdo, agregados com didmetro hidrodinamico de
aproximadamente 500 nm foram detectados por DLS, os quais aumentaram gradativamente de
tamanho em concentracdo de farmaco mais altas. A maior intensidade de fluorescéncia, obtida
com o aumento da concentracdo, indica que os movimentos moleculares da GSF poderiam estar
sendo limitados nos agregados formados em FaSSIF + GA. A incorporagdo de moléculas a
agregados coloidais, como os detectados neste trabalho, leva a intensificacio de sua
luminescéncia devido a protecdo contra processos de autossupressdao de fluorescéncia entre
outros, que poderiam ocorrer em solucao (POLYAKOV et al., 2006).

As andlises de PLM (Figura 24) obtidas em FaSSIF + GA mostraram que os
precipitados de diametros maiores, formados em concentracdes mais altas, ndo apresentaram
birrefringéncia, sendo predominantemente amorfos. As concentragdes de separacdo de fase
entre os dois meios foram similares, a qual limita que uma maior SR seja atingida em tampao.
As diferentes taxas de supersaturagao alcangadas (SR pH 6,5: 3,4 e SR FaSSIF: 31) mostram
que o GA ¢ mais efetivo na inibicdo de precipitagdo em meio FaSSIF. A combinagao
FaSSIF + GA pareceu favorecer a interacao do GA com a GSF em solu¢do fazendo com que
altas concentragdes do farmaco livre fossem atingidas antes que ocorresse uma separacao de
fases, sem que o firmaco recristalizasse (ja que ndo foram detectados precipitados cristalinos
neste meio). Estes dados indicam que o GA pode interferir no processo de nucleagcdo e/ou
crescimento dos cristais da GSF em meio biorrelevante

A precipitagao simboliza a formagao de uma nova fase apds atingir uma concentragao
de farmaco livre critica em uma solugdo supersaturada. Porém, enquanto a formagdo de

precipitados cristalinos ¢ considerada uma consequéncia negativa durante a dissolucdo de
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sistemas supersaturados de liberagao, a formacdo de uma fase coloidal ou precipitados amorfos
pode favorecer a redissolugdo do farmaco nos fluidos gastrointestinais. Alguns estudos
demonstraram que essa fase amorfa rica em moléculas do farmaco se comporta como um
reservatorio, repondo a concentracao de farmaco livre que poderia reduzir a medida que este
permeia através das membranas bioldgicas. Assim, uma alta concentracdo de farmaco livre ¢
mantida por um tempo maior durante a dissolu¢do de sistemas supersaturados de liberacdo de

farmacos (INDULKAR et al., 2016; RAINA et al., 2014; WILSON et al., 2018).
5.3.4 Investigacao da solucio coloidal de acido glicirrizico

As diferengas entre os sistemas de GA formados em tampao pH 6,5 e FaSSIF foram
investigadas visto que estas impactaram na solubiliza¢do do farmaco, inibicao de precipitacao
e fenomeno de separacdo de fases de solucdes supersaturadas de GSF. Medidas de
condutividade (Figura 25A) mostraram um ponto de inflexdo na concentracdo de
0,00164 mmol L'! de GA em tampdo pH 6,5, o qual corresponde a CAC do GA, similar a
resultados reportados na literatura em agua (WANG et al., 2016). Em FaSSIF + GA, a CAC do
carreador foi detectada em 0,00497 mmol L! (Figura 25B).

A presenca da GSF no meio provocou uma reducdo nas concentragdes de agregagao
criticas de GA para 0,00101 (Figura 25D) e 0,00014 mmol L' (Figura 25E) em tamp3o pH 6,5
e FaSSIF, respectivamente. A literatura tem reportado que a presenca de farmacos hidrofobicos
em agua pode induzir a agregacdo pré-micelar de surfactantes, alterando seus valores de CAC
(CHAUHAN; SINGH; SUNDARESAN, 2018; COSTA et al., 2019; PELLOSI et al., 2013).

Os dados de viscosidade de todas as solugdes mostraram que estas comportam-se como
fluidos newtonianos, ndo apresentando variacao conforme a taxa de cisalhamento aplicada ou
o tempo. Em tampdo pH 6,5, foram obtidos valores de viscosidade de 0,86+0,03 e
0,87+ 0,01 cP na auséncia e na presenca de 30 mM de GA, respectivamente. Resultados
similares foram obtidos em FaSSIF (0,86 + 0,03 cP) e FaSSIF + GA 30 mmol L!
(0,88 0,00 cP), os quais indicam que o GA nao afetou a viscosidade desses meios na
concentracgao utilizada.

Medidas de espalhamento de luz dindmico foram empregadas para estimar o tamanho
dos agregados coloidais de GA nos diferentes meios. A solugdo de GA em tampao pH 6,5
mostrou a presenca de agregados monodispersos com didmetro hidrodindmico de
aproximadamente 1 nm (Figura 25F). Agregados de GA com tamanho de particulas entre

1,5-21 nm foram relatados na literatura, com diferentes formas e tamanhos de acordo com
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variagoes de solvente e de pH meio. O GA pode formar gel ou agregados micelares dependendo
da ionizagdo de seus trés grupos de acido carboxilico. Presume-se que a agregagao/formacgao
de micelas seja decorrente de interagdes intermoleculares hidrofobicas dos fragmentos de
triterpeno das moléculas de GA, ao invés de a partir de ligagdes de hidrogénio entre seus
fragmentos glucuronicos (MATSUOKA et al., 2016; METELEVA et al., 2019; PETROVA et
al., 2017).
Figura 25. Valores de condutividade de solugdes A) tampao pH 6,5, B) FaSSIF, D)
tampao pH 6,5 + GSF e E) FaSSIF + GSF na presenca de diferente concentragdes de GA.
C) Razao entre a intensidade de emissao de fluorescéncia dos picos I/IIl da sonda pireno em

funcdo da concentragdo do GA, e F) didmetro hidrodindmico dos sistemas coloidais de GA
em diferentes meios, a 37 °C.
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105

Em FaSSIF, os sais biliares taurocolato e lecitina levam a formagdo de agregados
coloidais mistos (Figura 25F), com didmetros de aproximadamente 42 nm. Porém, a presenca
de GA 30 mmol L' em FaSSIF proporcionou uma reducio expressiva no didmetro
hidrodinamico dessas micelas monodispersas para valores em torno de 4 nm. Este resultado
indica fortemente a formacao de agregados coloidais mistos envolvendo os sais biliares € 0 GA,
sendo estes resultados consistentes com as diferencas nas concentragdes de agregacdo critica
obtidas nos ensaios de condutividade.

As razoes entre a intensidade de emissdo de fluorescéncia dos picos I e III da sonda
pireno em tampao pH 6,5 + GA estdo apresentadas na Figura 25C. Os resultados mostram
valores iniciais em torno de 1,5, os quais reduziram para aproximadamente 0,4 na concentracao
de 25 mmol L! de GA, e atingiram o valor de aproximadamente 0,8 na concentragdo de 30
mmol L' de GA. As variagdes detectadas indicam que a agregagdo do GA leva a geragdo de
microambientes hidrofobicos para os quais as moléculas de pireno sdo particionadas (WU et
al., 2018). Por outro lado, em meio FaSSIF, a razdo de intensidade entre os picos I e III do
pireno inicial detectada foi em torno de 1,0, e esta diminuiu continuamente com o aumento da
concentragdo de GA, atingindo o valor de 0,5 na concentragdo de GA de 30 mmol L™ (Figura
25D). E fato que o meio FaSSIF constitui um microambiente mais apolar que o tampao pH 6,5
em funcdo da presenga de sais biliares, justificando sua capacidade de solubilizar fArmacos
hidrofobicos. Porém, os valores de razao de intensidade de fluorescéncia do picos I/III do pireno
mostraram uma redugdo substancial na polaridade do microambiente em meio
FaSSIF + GA 30 mM, obtendo valores similares aos detectados para o solvente organico
ciclohexano (0,7) (NDOU; VON WANDRUSZKA, 1990). Apesar de estar em um meio
aquoso, as moléculas da sonda pireno detectam um microambiente altamente hidrofébico sem
adi¢do de solvente organico, provavelmente devido a formagao de agregados coloidais mistos
de GA e meio biorrelevante, os quais estdo situados ao redor das moléculas de pireno.

Essas mudancas significativas nas espécies coloidais formadas em FaSSIF + GA
levaram a uma capacidade melhorada de inibi¢do da precipitacdo em solucdes supersaturadas
de GSF. Varios mecanismos de inibi¢do de precipitagdo podem estar envolvidos nos efeitos do
GA + FaSSIF, como: mudancas nas propriedades da solu¢do bulk, na camada de adsor¢ao
farmaco-solucao, na capacidade de solvatacao do farmaco, bem como na reducdo da taxa de
difusdo do farmaco para os nucleos dos aglomerados (PRICE et al., 2018; WARREN et al.,

2010). Os agregados coloidais mistos formados parecem ser importantes para evitar a
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recristalizacdo do GSF, beneficiando a formacdo de agregados amorfos nessas solugdes

supersaturadas, que pode ter impacto direto na biodisponibilidade oral do fArmaco.
5.4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram a capacidade do GA de atuar como um
inibidor de precipitacao eficaz em solugdes supersaturadas de GSF em tampao pH 6,5 e FaSSIF.
A combinagdo FaSSIF + GA levou a formac¢ao de um sistema coloidal misto que exibiu menor
diametro hidrodinamico que o meio FaSSIF e apresentou polaridade de microambiente
semelhante a solventes orginicos em meio aquoso. Essa fase coloidal aumenta a capacidade do
sistema de resistir a recristalizagdo do farmaco em solu¢des supersaturadas. Apesar da alta
tendéncia de recristalizagdio da GSF em uma solucdo supersaturada, ndo foi detectada
recristalizacao do farmaco em meio FaSSIF + GA.

Esses achados colocam o GA como uma alternativa promissora de molécula ndo
polimérica para estabilizar a condicdo de supersaturacio em SDDS. Além disso, foi
demonstrada a importancia da aplicacdo de meio biorrelevante em estudos de precipitagdo para
melhor estimar o comportamento in vivo, considerando que os resultados obtidos em meio

biorrelevante foram notavelmente diferentes daqueles obtidos em tampao pH 6,5.
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6 CAPITULO V: OBTENCAO E AVALIACAO DE DISPERSOES SOLIDAS
AMORFAS DO FARMACO GRISEOFULVINA COM ACIDO GLICIRRIZICO

6.1 INTRODUCAO

Farmacos com baixa solubilidade aquosa geralmente apresentam duas principais
caracteristicas limitantes para o seu processo de dissolugdo: a) possuem uma rede cristalina
formada por intera¢des intermoleculares fortes dificultando a dissocia¢do da sua forma sélida
(farmacos com elevado valor de temperatura de fusdo) e b) farmacos com valor de coeficiente
de particio (logP) que possuem afinidade reduzida com solventes aquosos. Quando os
compostos exibem um elevado valor de logP e alto ponto de fusdo, estes possuem sua
solubilidade limitada tanto por suas propriedades do estado solido quando pelo seu poder de
solvatacao (BOYD et al., 2019). Diversas outras caracteristicas podem também influenciar na
dissolugdo de soélidos farmacéuticos, tais como o pH do meio, hidrodindmica dos fluidos,
solubilidade do farmaco na camada de difusdo, tamanho das particulas do sdlido, area
superficial exposta ao solvente, coeficiente de difusdo do farmaco, o qual depende do tamanho
das moléculas, espessura da camada de difusdo, da viscosidade, entre outros (FLORENCE;
ATTWOOD, 2006). Estes aspectos tornam a melhoria das propriedades de dissolug¢do de
farmacos com baixa solubilidade aquosa uma etapa complexa durante o desenvolvimento de
formulacdes farmacéuticas.

O desenvolvimento de dispersdes solidas amorfas, contendo um farmaco e um
carreador hidrofilicos, pode contornar tanto a limita¢do do estado sélido quando de solvatagao
de farmacos com baixa solubilidade aquosa. No entanto, o desenvolvimento de dispersdes
solidas bem sucedidas depende da sele¢do adequada de carreador que possa promover uma
melhoria na dissolu¢do do farmaco e atuar como um inibidor de precipitacdo/recristalizacao
para estabilizar tanto no estado s6lido quanto em solugdo (BOYD et al., 2019). Estudos recentes
tem mostrado que carreadores de intermediaria ou elevada hidrofobicidade tem demonstrado
uma maior efetividade que carreadores mais hidrofilicos na inibicdo de precipitacao de
farmacos de baixa solubilidade aquosa. Porém, o uso de carreadores mais hidrofébicos pode
levar uma redu¢do na capacidade de solvatacdo da formulagdo, dificultando a dispersdo do
polimero/carreador em 4gua e alterando a capacidade de intumescimento do carreador, a qual
pode postergar ou até mesmo neutralizar a dissolugcdo de farmacos (FRANK; MATZGER,
2019; KNOPP et al., 2016; PINTO et al., 2018; SARABU et al., 2020).
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Estudos recentes investigando os mecanismos de dissolucao de dispersodes solidas tém
reportado que durante a dissolugdo de sistemas contendo uma alta dose de fdrmaco hidrofobico
pode ocorrer uma liberagao incongruente entre o farmaco e o carreador. Nestes casos, o contato
com o meio aquoso poderia levar a uma separacao de fases, ou uma taxa de dissolucao inicial
do carreador mais elevada, em comparacdo ao farmaco. Estas situacdes podem induzir a um
acimulo do farmaco na superficie do comprimido a ser dissolvido e, at¢é mesmo, reduzir
velocidade de dissolugdo do carreador, dependendo da carga de farmaco utilizada na dispersao
solida (SABOO et al., 2019, 2020a, 2020b).

Alguns polimeros e surfactantes, frequentemente utilizados como inibidores de
precipitagdo, podem ainda reduzir/alterar a concentracdo maxima de farmaco livre que pode ser
atingida em solugdes supersaturadas (solubilidade do amorfo). Esta alteracao pode levar a uma
diminui¢do no fluxo de difusdao do farmaco através de membranas, o que pode potencialmente
interferir na sua biodisponibilidade do farmaco a partir de formula¢des contendo esses
carreadores (UEDA; HATE; TAYLOR, 2020; UEDA; TAYLOR, 2020, 2021).

Considerando a complexidade do impacto de carreadores na dissolugao de dispersoes
solidas, esta etapa do trabalho teve como objetivo realizar uma investigacdo adicional da
influéncia do GA na concentragcdo de LLPS da GSF e no fluxo do farmaco durante um ensaio
de difusdo a fim garantir que possiveis efeitos desfavoraveis ocasionados pela presenca de
carreadores hidrofilicos ndo se sobreporao as vantagens proporcionadas pelo GA nas
formulagdes de GSF. Para tal, foram utilizadas concentragdes de carreador similares as que
podem ser geradas durante a dissolu¢do de uma dispersao solida. Por conseguinte, dispersdes
solidas contendo o fairmaco e o carreador na sua forma neutra e ionizada foram desenvolvidas.
Essas formulagdes foram caracterizadas através de técnicas do estado solido e avaliadas quanto
ao seu potencial em melhorar o perfil de dissolu¢do da GSF e levar a formacao de agregados

coloidais em solucao.
6.2 METODOLOGIA
6.2.1 Materiais

A GSF foi adquirida da empresa Inner Mongolia Glint Pharmaceutical CO., Ltd.
(China). A agua ultrapura utilizada nos experimentos foi obtida através de sistema Milli-Q
(EUA). Os solventes deuterados utilizados foram DMSO (DMSO-d6, Sigma Aldrich, EUA) e
oxido de deutério/agua deuterada (D>O) contendo 0,01 % de DSS-DS como padrdo interno

(Tedia, Brasil). Outros reagentes quimicos utilizados foram de grau para CLAE ou de grau
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analitico. O meio biorrelevante foi adquirido da empresa Biorelevant.com (Reino Unido). O
tampao fosfato de so6dio pH 6,5 e o meio biorrelevante simulando o fluido intestinal em jejum
(FaSSIF) foram preparados de acordo com as recomendagdes disponiveis no site
Biorelevant.com. O polimero hidropropilmetilcelulose acetato succinato (HPMCAS) de grau
HF (alta hidrofobicidade) foi obtido da empresa Shin-Etsu Chemical Co. Ltd. (Japao).

O GA foi adquirido da empresa Galena® (Brasil). O 4cido glicirrizico ionizado
(GAion) foi obtido através da secagem de uma solucdo aquosa de GA 20 mM pH 6,5, em Mini
Spray Dryer Buchi B-290 (Suica) sob temperatura do ar de entrada de 100 °C, fluxo da solugao

de aproximadamente 4 mL min’!, fluxo de ar 500 L h™! e aspiracio a 100%.
6.2.2 Métodos
6.2.2.1 Determinagdo da solubilidade da griseofulvina

A solubilidade de equilibrio da griseofulvina foi avaliada através da adigdo de um
excesso do farmaco cristalino em diferentes concentracdes de GA em tampao pH 6,5 e FaSSIF.
As suspensdes foram equilibradas (48 h), sob agitacdo de 1150 rpm em agitador magnético,
utilizando uma célula para manter a temperatura a 37 °C. Em tempos pré-determinados,
aliquotas das amostras foram coletadas e centrifugadas a 35 000 rpm por 30 min a 37 °C em
centrifuga Cinan OptimaL-100 XP (Beckman Coulter, EUA) equipada com um rotor SW 41Ti.
O sobrenadante foi diluido em metanol:agua (50:50, v/v). A quantificagdo foi realizada em
cromatografo Agilent HP1260, utilizando uma coluna C18 Phenomenex (4,6 mm x 250 mm,
5 um) e deteccdo em 290 nm. A fase movel utilizada foi acetonitrila: agua (60:40 v/v). O
volume de injecdo foi de 20 pL e o fluxo da fase moével foi mantido constante em 1,1 mL min™.
As andlises foram realizadas em triplicata, utilizando os equipamentos disponiveis no
Department of Industrial and Physical Pharmacy da Purdue University (EUA).

A solubilidade do amorfo foi estimada utilizando uma bomba de infusdo de seringa
Advance 1200 (EUA) para adicionar continuamente uma solu¢do estoque do fArmaco no meio.
A solugio estoque de GSF em dimetilsulfoxido (50 mg mL™') foi adicionada a um fluxo
continuo de 40 uL min™! a 40 mL de meio, mantido a 37 °C, sob agita¢do constante de 400 rpm.
A intensidade da luz espalhada foi medida a cada 10 segundos em espectrometro UV/Vis SI
Photonics (EUA), acoplado a uma sonda de fibra dtica com caminho o6tico de 10 mm,
monitorando um comprimento de onda no qual o farmaco ndo absorve (400 nm). As andlises
foram realizadas em triplicata, no Department of Industrial and Physical Pharmacy da Purdue

University (EUA). A formacao de uma nova fase em solucio, como resultado do LLPS, resulta
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em um aumento no espalhamento de luz relativo e a concentracdo onde ocorre essa transi¢ao
(solubilidade do amorfo) pode ser determinada pela interseccdo entre as duas linhas de

tendéncia obtidas, Equagao 4.

_ b2-b1
o al—az2

al.x+bl=a2.x+b2—-al.x—a2.x=b2—-bl >x (Equacao 4)

6.2.2.2 Estudo de difusdo em célula de fluxo

Os ensaios de difusdao para o farmaco cristalino e em solug¢des supersaturadas foram
realizados em triplicata, em célula de fluxo lado a lado (PermeGear, EUA), no Department of
Industrial and Physical Pharmacy da Purdue University (EUA). O equipamento possui um
compartimento doador, separado de um compartimento receptor por uma membrana de dialise
de celulose Spectra/Por® 1RC de 6 a 8 kD, com é4rea de superficie da membrana disponivel para
transporte de massa de 7,07 cm?. Foram utilizados 34 mL de meio (tampdo pH 6,5 ou FaSSIF
contendo ou ndo o carreador GA pré-dissolvido) em cada compartimento, mantidos sob
agitacdo e temperatura de 37 °C constantes durante todo o experimento. Um quantidade de
HPMCAS HF equivalente a 100 pg mL"' foi pré-dissolvida aos meios a fim de evitar a
recristalizagdo do farmaco durante os experimentos. As solugdes supersaturadas foram geradas
através da adi¢do de uma aliquota de solugdo estoque (GSF 50 mg mL™!' em dimetilsulféxido)
equivalente a concentragio final de 150 pg mL™! foi adicionada ao compartimento doador. Para
os ensaios do farmaco cristalino, uma solugao saturada de GSF contendo excesso de farmaco
(equilibrada previamente por 48-72 h) foi adicionada ao compartimento doador. A concentragdo
de farmaco permeada para o compartimento receptor foi monitorada retirando aliquotas de
100 uL. em tempos pré-determinados. As amostras foram diluidas e quantificadas por CLAE,
através de metodologia descrita acima no item 6.2.2.1. O fluxo difusivo (J), que por defini¢dao

¢ a taxa de transferéncia de massa por unidade de superficie, ¢ dado pela Equagdo 5 abaixo:

d ~
J= rzlt (Equagao 5)

am , A s p , .
Onde, 5 2 taxa de transferéncia de massa e A € a area seccional da membrana.

Portanto, J pode ser obtido ao dividir o valor de uma inclinagdo da reta (obtido através de um

grafico concentracao versus tempo) pela area de superficie da membrana.
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6.2.2.3 Desenvolvimento dos sistemas amorfos
6.2.2.3.1 M¢étodo de moagem em moinho de bolas (BM)

A moagem foi realizada em moinho planetario de alta energia PM200 (RETSCH), no
laboratorio de Biotecnologia da UNIVILLE, utilizando cadinho e 3 bolas de ago inoxidavel
(massa total = 97 g). Amostras de massa total de 2,5 g (GSF:GA 30:70 m/m ou 1:1 molar) foram
moidas por 6 h, a 560 rpm, com pausa de 0,5 min e inversdao de rotacao a cada 30 min. As

condi¢des experimentais foram definidas e otimizadas de acordo com testes preliminares.
6.2.2.3.2 M¢étodo de Quench Cooling (QC)

A amostra GSF QC foi preparada por meio da fusdo de 2 g da GSF cristalina em
recipiente de aluminio mantido a 220 °C, em mufla Fornitec, no Laboratorio de Farmacognosia
da UFSC. Apos a completa fusdo da amostra (1-2 min), o recipiente foi removido da mufla e
resfriado rapidamente. Em seguida, a amostra foi armazenada em dessecador contendo silica
em gel, a fim de prevenir a adsorcao de umidade, até a sua moagem em grau e pistilo e utilizagao

nas analises.
6.2.2.4 Caracterizagdo do estado solido
6.2.2.4.1 Difracdo de raios-X de po (XRPD)

As medidas de XRPD foram obtidas em um difratdmetro de raios 6—0 D2 Phaser,
(Bruker), com radiagdo de cobre Ka (A =1,5418), operando com uma corrente de 10 mA,
voltagem de 30 kV. O equipamento, disponivel no Departamento de Quimica da UFSC, ¢
equipado com detector de cintilagdo unidimensional LYNXEYE. Todas as amostras foram
obtidas a temperatura ambiente, através de uma varredura angular a 26 de 5° a 40°, com

intervalo angular de 0,089° a cada 0,5 s.
6.2.2.4.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As andlises DSC foram obtidas em célula DSC-60 (Shimadzu) disponivel no LabCQ-
UFSC, na faixa de temperatura de 25 a 250 °C. Amostras de aproximadamente 4 mg foram
pesadas, seladas em cadinhos de aluminio e aquecidas a uma razdo de aquecimento de 5 °C
min~!, sob um atmosfera dindmica de nitrogénio de 100 mL min~!. O equipamento foi
previamente calibrado utilizando indio e zinco como padrdes.

Andlises de DSC modular (mDSC) foram realizadas em equipamento Q2000 (TA

Instruments), do Department of Industrial and Physical Pharmacy da Purdue University
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(EUA). A faixa de temperatura avaliada foi de 25 a 250 °C, sob uma atmosfera de nitrogénio

com fluxo de 50 mL min™'

. Aproximadamente 4 mg de amostra foram pesadas, seladas em
cadinho de aluminio e aquecidas a uma razio de aquecimento de 5 °C min!, utilizando uma
amplitude de modulagdao de 0.53 °C a cada 40 s para alcancar uma separagao razoavel de

eventos reversiveis e nao reversiveis (BAGHEL; CATHCART; O’REILLY, 2018).
6.2.2.4.3 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A avaliagdo da morfologia e do tamanho das particulas foi realizada por microscopia
eletronica de varredura em microscopio Jeol, modelo JSM6390LV, no LCME-UFSC, sob
voltagem de aceleragdo de 10 kV, em diferentes aumentos. A amostras foram previamente
preparacdo fixadas com fita adesiva dupla face em stubs e recobertas com ouro em recobridora

a vacuo Leica EM SCD 500.
6.2.2.4.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Espectros de FTIR na regido de 4000-600 cm™!' foram obtidos usando espectrdmetro
PerkinElmer FT-IR/NIR Frontier, do LabCQ-UFSC, equipado com acessorio de amostragem

Universal ATR com uma resolugio espectral de 4 cm ™.
6.2.2.5 Ensaios de dissolugdo de superficie normalizada

A dissolucdo de superficie normalizada de comprimidos das amostras foi realizada
utilizando aparato de dissolucao intrinseca Woods (aparato do disco rotatério) com cavidade de
8 mm de didmetro (4rea superficial de 0,5 cm?), acoplado ao aparato II (USP), disponivel no
LabCQ-UFSC. A metodologia foi adaptada de Saboo e colaboradores (SABOO et al., 2020a).
Quantidades de pds (particulas < 250 pm) foram pesadas (100 mg de GSF-GA e GSF-GAion,
30 mg de GSF QC e 70 mg das amostras GA e GAion) e compactados em prensa Asta®,
aplicando-se uma forga de 0,5 tonelada por 60 segundos. Analises de XRPD foram realizadas
com as amostras compactadas de GSF para avaliar eventuais conversdes dos solidos amorfos
em decorréncia da forga aplicada. O ensaio de dissolugdo foi realizado em condi¢do nao sink,
utilizando 25 mL de meio FaSSIF, velocidade de rotacao de 100 rpm, a 37 °C, por 4 horas.
Aliquotas foram retiradas em tempos pré-determinados, com reposi¢do de meio, filtradas em
filtro de 8 um e diluidas imediatamente em metanol: solu¢do aquosa de acido fosforico pH 2,5
(50:50, v/v). O pH do meio foi verificado ao final do experimento.

A quantificacdo da GSF e do GA foi obtida por CLAE, em cromatografo Series 200
(PerkinElmer), da CentralCrom- UFSC, com deteccao UV a 254 nm. A fase moével utilizada foi
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acetonitrila: solu¢ao aquosa de acido fosforico pH 2,5 (36:64, v/v) e a fase estacionaria foi
coluna C18 (Kinetex® 110A, 5 um, 250x4,6 mm. Foram utilizados fluxo de 1,3 mL min™,
temperatura de 25 °C e volume de inje¢ao de 50 puL. As curvas padrao demonstraram boa
linearidade (R > 0,99) no intervalo de concentragao relevante.

Analises de DLS foram realizadas em tempo pré-determinados a fim de confirmar a
formacao de agregados coloidais em solugdo durante a dissolu¢do das dispersdes solidas
amorfas. A distribui¢do de tamanho, indice de polidispersao (PDI) e a taxa de contagem
derivada (do inglé€s, derived count rate) foram determinados utilizando o equipamento Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, RU), da CentralCrom- UFSC. As analises foram realizadas em
triplicata, em cubetas de poliestireno, com angulo de deteccdo de 173° e a temperatura de

37,0 °C.
6.2.2.6 Andlises de ressondancia magnética nuclear em solugdo

As andlises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) foram obtidas
em equipamento Bruker® modelo Fourier 300 (‘H 300 MHz, '3C, 75 MHz), no Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear (LabRMN), estrutura multiusudria do CCS da UFSC. Para
cada amostra, foram adquiridas 1024 varreduras, a temperatura de 37 °C. Os dados adquiridos
foram processados em software TopSpin 4.1.1 (Bruker®), e os resultados foram comparados
com dados disponiveis na literatura.

As solugdes de tampdo pH 6,5, tampio pH 6,5+ GA 1800 ug mL!, FaSSIF e
FaSSIF + GA 1800 pg mL™! foram preparadas em D>O contendo DSS-SS como padrio interno
(6 = 0,0 ppm). O ajuste de pH foi realizado com solu¢do de hidroxido de sédio concentrada
preparada em D,0. A solucio estoque de GSF (20 mg mL™!) foi preparada em DMSO-ds. As
solugdes supersaturadas do farmaco (concentragdo final de 200 pg mL!) s foram preparadas
através da adicdo de uma aliquota da solu¢do estoque nos diferentes meios minutos antes das
andlises. Estas foram entdo agitadas por alguns segundos em vortex, e homogeneizadas em

banho de ultrassom por 2 min.
6.2.2.7 Andlises estatisticas

ANOVA de uma ou duas vias e testes de comparagdes multiplas de Tukey foram
aplicados para verificar a significancia estatistica (p <0,05 com intervalo de confianca de 95%)

das comparagdes entre as amostras € com seus respectivos controles.



114

6.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.3.1 Determinacio de solubilidade da griseofulvina

Os dados de solubilidade da GSF cristalina (de equilibrio) e solubilidade do amorfo na
presenca concentragoes de GA passiveis de serem atingidas durante a dissolug¢ao de sistemas
amorfos com esse carreador foram avaliados. Os resultados estdo representados na Tabela 2. A
presenca do GA em concentragdes entre 1000-3600 pg mL™' impacta na solubilidade do
farmaco cristalino tanto em tampao pH 6,5 (aumentado a solubilidade da GSF) quanto em meio
biorrelevante, reduzindo a solubilidade do farmaco na menor concentragdo. Embora o valor de
solubilidade do amorfo da GSF reportado para o tampdo fosfato pH 6,8 seja de ~ 356 pg mL™,
com SR de 31 vezes, sem a presenca de um inibidor de precipitacdo a GSF recristaliza abaixo
da solubilidade do amorfo, atingindo SR de 10 em tampao pH 6,5. Em FaSSIF, uma SR
equivalente a 6,9 vezes foi obtida, corroborando com resultados anteriores de que a presenca

do meio biorrelevante acelera a precipitacdo do farmaco em solugdes supersaturadas.

Tabela 2. Dados de solubilidade da GSF em diferentes meios contendo ou ndo GA.

Meio Solubilidade de Solubilidade do amorfo ou Taxa de
equilibrio (ug mL!) LLPS (ug mL™) supersaturagio (SR)
pH 6,5 11,18 £ 0,57 113,74 £3,78%* 10,18 £ 0,51
pH 6,5 + GA 1000 pg mL"! 12,06 + 0,50 253,46 + 1,69 21,03+0,72
pH 6,5 + GA 1800 pg mL"! 17,75+ 0,84 362,08 +2,12 20,43 + 0,80
pH 6,5 + GA 3600 pg mL"! 2048 +0,14 485,42 9,07 23,70 0,39
FaSSIF 21,30 + 1,31 147,32 £12,42* 6,93 + 0,59
FaSSIF + GA 1000 pg mL"! 16,73 = 0,64 182,01 +£ 11,05 10,89 + 0,64
FaSSIF + GA 1800 pg mL"! 18,50 + 0,96 213,31 +7,77 11,55+ 0,60
FaSSIF + GA 3600 pg mL! 23,76 + 0,67 252,84 +23,38 10,65+ 0,84

Legenda: *Sem a presenca de inibidores de precipitagdo a GSF recristaliza abaixo da solubilidade do amorfo
nestes meios, mostrando valores subestimados.

Na presenca do GA, a solubilidade do amorfo da GSF corresponde a uma SR de
aproximadamente 20 vezes, nas trés concentra¢des de GA utilizadas. Por outro lado, em meio
biorrelevante a solubilidade do amorfo da GSF corresponde a uma SR de aproximadamente 10
vezes. Esses resultados foram diferentes dos observados nos ensaios utilizando uma maior
concentragdo de GA (item 5.2.2.2), nos quais os valores de solubilidade do amorfo
corresponderam a uma SR de 3,4 e 31 vezes, em pH 6,5 e FaSSIF, respectivamente. Estes

resultados foram provavelmente impulsionados pelas diferencas das espécies coloidais



115

formadas nas diferentes concentragdes € meios, e pela formagao de microambientes muito mais

hidrofobicos com o aumento da concentragao de GA.
6.3.2 Estudo de difusao em célula de fluxo

Estudos de difusdo em célula de fluxo foram conduzidos a fim de verificar se a
presenca do GA em solucdo poderia influenciar na concentracdo de fArmaco permeada através
de uma membrana semipermeével. A correlagdo entre a diminui¢do da concentragdo maxima
de farmaco livre miscivel em uma solugdo supersaturada, solubilidade do amorfo, ¢ a redugao
do fluxo difusivo através das membranas bioldgicas nem sempre existe, sendo muitas vezes nao
observada em meios mais complexos (ELKHABAZ et al., 2019). Os resultados presentes na
Figura 26C mostram que ndo houve alteracdo significativa na permeabilidade aparente do
farmaco (J) das solugdes saturadas (farmaco cristalino) contendo ou nao o carreador, tanto em
tampao pH 6,5 quanto em FaSSIF. Diferengas no fluxo difusivo da GSF também ndo foram
observadas em tampao e meio FaSSIF quando concentragdes abaixo da solubilidade de
saturagdo foram utilizadas num estudo prévio (FISCHER et al., 2012). Os fluidos intestinais
contém micelas e outras espécies coloidais que possibilitam a associagao de moléculas do
farmaco com os surfactantes do meio ou a incorporagao do farmaco a essas micelas. Assim,
ocorre um equilibrio dindmico entre as duas populacdes de moléculas de farmacos, aquelas
associadas as micelas e as moléculas de farmaco livre em solugdo. Portanto, quando a
solubilidade de equilibrio de moléculas pequenas ¢ aumentada, isso nem sempre representa um
aumento na concentracdo de farmaco livre ndo ionizada em solucdo, as quais sdo capazes de
ser particionadas e transportadas através das membranas por difusdo passiva (DAHAN et al.,
2016; ELKHABAZ et al., 2019; FRANK et al., 2012).

Em solugdes supersaturadas (Figura 26C), a presenca dos sais biliares nao alterou o
fluxo difusivo da GSF, embora estudos prévios com outros farmacos ja tenham reportado tanto
a diminui¢do quanto a ndo influéncia do meio biorrelevante nos estudos de transporte através
de membranas (ELKHABAZ et al., 2019; FRANK et al., 2012; LI et al., 2018a). Quando
adicionado ao tampao pH 6,5, o GA ndo impactou no valor de permeabilidade aparente do
farmaco na solugdo supersaturada, embora uma reducdo na SR tenha sido detectada (Figura
26D). Em meio FaSSIF, adi¢do do GA ndo alterou significativamente o fluxo difusivo do
farmaco quando comparada ao meio puro ou ao GA em pH 6,5 (Figura 26C). Porém, quando a
comparagao ¢ feita com os valores de fluxo obtidos em tampao pH 6,5 houve uma redugdo de

aproximadamente 20%, bem como uma redu¢do na SR, tanto levando em consideragdo o fluxo
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quanto as concentracdes de saturacdo e supersaturacao (Figura 26C e D). Essa diferenga pode
ser devido ao somatorio das interferéncias do GA e FASSIF isolados, os quais ndo induziram a
diferencas estatisticamente significativas nos valores de permeabilidade da GSF, mas
mostraram uma leve tendéncia a reducao desses valores. Embora uma diminuicdo na SR
considerando a concentragdo nem sempre tenha significado uma redugdo nos valores de
permeabilidade aparente (J) do fArmaco no meio, esta ¢ indicativa do efeito proporcionado pela
adicao do GA em solugdes supersaturadas de GSF. Considerando que a diminuic¢ao dos valores
de solubilidade do amorfo de GSF reduziram também as taxas de SR entre as solucdes
supersaturadas e saturadas de GSF, a presenga do GA nestas pode impactar numa redugdo do
fluxo de farmaco livre através das membranas biologicas.

Figura 26. Perfis da concentracdo de GSF permeada no compartimento aceptor vs. tempo a

partir de uma solugio supersaturada 150 ug mL™! (A) e uma solucio supersaturada (B) em

tampao pH 6,5 e FaSSIF, na presenca ou auséncia de 1800 ug mL! de GA. Fluxo difusivo (C)
e taxa de supersaturacao (D) nas diferentes solugdes.
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117

Um aumento na concentracao de farmaco em solugdes supersaturadas representa uma
elevagdo na quantidade de farmaco livre em relagdo a sua solubilidade de equilibrio. Porém
tanto polimeros quanto surfactantes, bem como a presenca de alguns sais biliares podem
interferir no fluxo difusivo de farmacos através de membranas a partir de solugdes
supersaturadas (DAHAN et al., 2016; ELKHABAZ et al., 2019; UEDA; HATE; TAYLOR,
2020). Um estudo prévio demonstrou que o polimero HPMC-AS pode afetar a solubilidade
amorfa de farmacos, o tamanho da fase coloidal formada apos LLPS e a permeabilidade
aparente do atazanavir, clozapina, nifedipina e cetoconazol. A hidrofobicidade do polimero
impactou na extensao da diminui¢do da solubilidade do amorfo devido a sua distribuicdo na
fase coloidal rica no farmaco. Embora a presenc¢a de uma quantidade maior de carreador na fase
rica em farmaco forneca uma vantagem em termos de inibicao da recristalizacdo nesta fase, a
deplecdo da solubilidade amorfa ¢ desvantajosa do ponto de vista da sua permeabilidade
aparente. Assim, a sele¢do do inibidor de precipitagdo deve ser baseada na tendéncia deste em
se distribuir na fase rica em farmaco, mas considerando também a concentragdo de carreador
que sera alcangada apos a dissolugao da formulagao, visto que ambos os fatores impactarao na
extensdo em que a solubilidade do amorfo ¢ reduzida. O estudo ressalta que dependendo da
janela de absor¢do do fArmaco gerada pela manutencao de uma solugdo supersaturada, através
do uso de um inibidor de precipitagdo que distribui-se na fase coloidal rica em farmaco, a
vantagem da presenca desse carreador pode superar sua redugdo no fluxo difusivo do farmaco
(UEDA; HATE; TAYLOR, 2020). Embora a permeabilidade aparente do farmaco possa ser
maior em uma solucdo supersaturada deste isolado, comparada com uma na presenca do
carreador, a presenga do carreador pode ser vantajosa e justificada quando a dissolu¢ao de uma
formulacao do farmaco amorfo isolado ndo for capaz de formar uma solucao supersaturada com

concentragdo equivalente.
6.3.3 Caracterizacao das formula¢oes desenvolvidas

A caracterizagdo das amostras por XRPD (Figura 27A) mostra a presenca de um halo
amorfo caracteristicos para a GSF QC, o GA, o GAion e para as dispersoes solidas GSF-GA
BM e GSF-GAion BM. As curvas DSC das amostras ((Figura 27B) da GSFc, GSF QC mostram
seus os eventos caracteristicos para forma cristalina e amorfa do farmaco (FRANCA et al.,
2020a; SU et al., 2018). A auséncia de endoterma de fusdo e presenca de evento de Ty em
189,3 °C confirmam que o GA se encontra na forma amorfa. Oscilagdes no perfil térmico acima

de 204 °C indicam a degradacao térmica do GA em 4cido glicirretinico (aglicona) (SUI et al.,
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2012). Devido a alta T do carreador a dispersao solida amorfa GSF-GA BM apresenta o evento
de T, em 154,3 °C, temperatura superior ao farmaco amorfo isolado, sem a presenca de evento
de fusdo, confirmando a amorfizagdo da amostra. Eventos de possivel degradagdo da amostra
GSF-GA foram detectados em temperaturas acima de 190 °C, indicando que a formulacdo com
GSF reduz a temperatura de degradagao do GA.

Figura 27. Difratogramas (A), Curvas DSC (B) e Imagens de SEM (C, D, E ¢ F) da
griseofulvina cristalina (GSFc), griseofulvina amora (GSF-QC), acido glicirrizico (GA), acido

glicirrizico ionizado (GAion) e das formulagdes GSF-GA e GSF-GAion obtidas por moagem
em moinho de bolas.
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A caracterizacdo do GAion ndo apresenta endoterma de fusdo, corroborando com os
dados de XRPD que o carreador estd na forma amorfa, embora ndo tenha sido possivel
determinar o evento de T dessa amostra. Por outro lado, a amostra GSF-GAion BM apresenta
um evento endotérmico em 211,2 °C, possivelmente, devido a presenca de um residuo cristalino
de farmaco, ndo detectados por XRPD, ou devido a degradacao térmica do GA facilitada pela
presenca do farmaco na formulagdo, similar ao observado em estudo prévio (SUI et al., 2012).
Presume-se um elevado valor de T, também para a amostra GSF-GAion BM, assim como
obtido para a GSF-GSA BM, uma vez que ndo foram obtidos alteracdes nos difratogramas de
ambas as amostras apds armazenamento em dessecador a temperatura ambiente por 86 ¢ 136
semanas, respectivamente (dados nao mostrados). As imagens de SEM (Figura 27C-F) revelam
particulas de tamanhos variados e formas irregulares em todas as amostras.

As andlises de FTIR (Figura 28) da GSF e GSF QC revelam as bandas caracteristicas
do farmaco cristalino e amorfo de acordo com a literatura (FRANCA et al., 2020a; MAH et al.,
2017; TOWNLEY; EDWARD R. TOWNLEY, 1979). O GA apresenta suas principais bandas
em 3385 cm™! (vO-H), 2943, 2875 cm™ (vC-H), 1721 e 1645 cm™ (vC=0), 1453 cm™' (CH>),
1387 cm™ (CHs3), 1212 cm™ (C-O acetato), 1040 cm™ (C-O 4lcool ciclico secundario)(WU et
al., 2017). O espectro do GAion apresenta o deslocamento das bandas caracteristicas de O-H e
C=0 para menores numero de onda, indicando a formacao de anions carboxilatos (BARBOSA,
2007). No entanto, uma pequena banda correspondente ao grupo C=0O ainda pode ser
visualizada em 1724 cm™!, uma vez que a ionizagdo do GA foi parcial.

Os espectros FTIR das dispersoes solidas GSF-GA BM e GSF-GAion BM mostram
deslocamento nas bandas correspondentes aos grupamentos O-H do GA, bem como
deslocamentos e sobreposicao das bandas C=0 do farmaco e do GA, indicando a formagao de
interacdo intermolecular de hidrogénio entre moléculas do firmaco e do carreador. Estes
resultados corroboram com estudos recentes da literatura que tém demonstrado a capacidade
do GA e o seu sal dissodico (Na2GA) em interagir com farmacos hidrofobicos em formulacdes

em dispersdes solidas (KONG et al., 2017; LU et al., 2019; WU et al., 2017).
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Figura 28. Espectro de FTIR da griseofulvina cristalina (GSFc), amorfa (GSF QC), acido
glicirrizico (GA), acido glicirrizico ionizado (GAion) e as dispersoes solidas GSF-GA BM e
GSF-GAion BM obtidas por moagem em moinho de bolas.
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6.3.4 Ensaios de dissolucio de superficie normalizada

Os perfis de liberagdao da GSF e GA nas diferentes formulagdes estao representados na
Figura 29. Como esperado, a baixa solubilidade aquosa da GSF acarretou uma baixa taxa de
dissolucdo do fdrmaco, proporcionando a uma liberagcao de apenas 1% da dose apds 4 horas.
Estes dados confirmam os estudos ja descritos na literatura, os quais afirmam que a simples
amorfiza¢dao de farmacos hidrofobicos nem sempre € suficiente para promover uma melhoria
na sua dissolugdo que possa impactar no aumento da biodisponibilidade, principalmente

quando sdo utilizadas altas doses desses farmacos (SABOO et al., 2019, 2020b). Analises de
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XRPD da amostra de GSF QC pds compressao mostram que a fase forga aplicada para

comprimir a pastilha induziu a recristalizagdo parcial da amostra devido a alta propensdo de

recristalizacao do farmaco, a qual pode ter contribuido também para a dissolugao reduzida da

amostra.

Figura 29. Perfis de dissolugdo concentragdo vs. tempo de GSF (A: 0-240 min, C: 2,5-15 min)
e GA (B: 0-240 min, D: 2,5-15 min) nas diferentes formulagdes. Taxa de dissolugdo da GSF
(E) e GA (F) nas diferentes formulagdes considerando o intervalo de dissolucdo linear de

2,5-15 min (R> 0,9).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Por outro, a presenca do GA nas formulagdes amorfas de GSF melhorou

significativamente a dissolu¢cdo do farmaco. Apds 4 horas, foram liberadas concentragdes de

farmaco equivalentes a 14 e 44% das amostras de GSF-GA BM e GSF-GAion BM,

respectivamente.
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As taxas de dissolucdo (A, pg min' cm?) do farmaco e do carreador nas diferentes
formulagdes foram calculadas para fins comparativos, a partir da Equagao 6 descrita por Saboo

e colaboradores (SABOO et al., 2020b):

_ kxV
T SxN

(Equacao 6)

onde k ¢ a inclinacao da linha de regressao da concentragdo vs. Tempo, nao incluindo
tempo zero, V ¢ o volume do meio de dissolu¢do (25 mL), S é a area de superficie do
comprimido (0,5 cm?) e N é a fragdo de peso do componente na formulagio.

A maior taxa de dissolu¢do do GAion (equivalente a 2 vezes) em comparacao ao GA
promoveu um aumento mais acentuado na taxa de dissolu¢do do farmaco na amostra
GSF-GAion BM em comparagdo com a amostra GSF-GA BM (Figura 29D ¢ E). Nota-se que
o farmaco e o carrecador obtiveram velocidades de dissolucdo distintas nas duas formulagdes
amorfas testadas, ndo obtendo uma liberacao congruente entre os componentes da formulagao.
As velocidades de dissolu¢do do GA e GAion isolados foram diferentes entre si, porém ambas
as formas do carreador nio tiveram sua velocidade de dissolugdo alterada nas dispersdes
solidas.

Estudos recentes investigando diferentes propor¢des farmaco-polimero tém reportado
que parece existir uma correlagdo entre uma liberagdo congruente entre os componentes das
dispersoes solidas amorfas e uma liberagdo acima da solubilidade do amorfo, contribuindo para
a formacgdo de agregados em solugdo. A redugdo na taxa de dissolugdo do carreador a partir
das dispersoes solidas incongruentes pode ocorrer através do acumulo do farmaco hidrofébico
na superficie do comprimido (INDULKAR; LOU; TAYLOR, 2019; QUE et al., 2019; SABOO
etal., 2019, 2020a, 2020b). No entanto, mesmo com uma liberagdo incongruente entre firmaco
e carreador, concentragdes acima da solubilidade do amorfo da GSF foram atingidas durante a
dissolucao da GSF-GAion QC.

As analises de pH final dos experimentos de dissolu¢do mostraram que o GA, tanto na
amostra GSF-GA BM quanto isolado, provocou uma diminui¢do no pH da solu¢do de 6,50 para
6,28 e 6,29, respectivamente. Por outro lado, as solucdes resultantes da dissolugdo da amostra
GSF-GAion BM e do GAion isolado mostraram um leve aumento no pH para 6,52 e 6,66,
respectivamente. Essa redu¢do no pH das solugdes contendo o GA indicam que, assim como
reportado para outros carreadores 4cidos, este pode estar reduzindo o pH da camada de difusao

durante a dissolucdo das amostras. Esse tipo de alteragdo ja foi usada para promover uma
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melhoria na dissolu¢do de um farmaco bésico, o cetoconazol, por Fung e colaboradores (FUNG;

BERZINS; SURYANARAYANAN, 2018a).

Figura 30. Difratogramas das formulagdes GSF QC, GSF-GA BM e GSF-GAion BM apo6s
serem compactadas utilizando uma forg¢a de 0,5 tonelada por 60 segundos.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O farmaco usado em nosso estudo ¢ neutro, € embora a ioniza¢gdo do farmaco nao seja
alterada com a mudang¢a pH, uma alteracdo da viscosidade da camada de difusdo ao redor dos
solidos nao dissolvidos pode ter ocorrido devido a capacidade do GA em formar gel em
solugdes aquosas de pHs <5 (PETROVA et al., 2017). Em um estudo conduzido por Takano e
colaboradores foi investigado o uso de sais inorganicos em dispersoes solidas contendo HPMC.
Este preveniu a formacao de gel, levando a uma rapida desintegracdo do comprimido e melhoria
na dissolucdo do farmaco. Quando expostos ao meio aquoso, os polimeros hidrofilicos tendem
a intumescer e formar matrizes de gel, podendo assim alterar a cinética de dissolucdo de formas
farmacéuticas de liberacdo imediata fazendo com que este processo seja mais lento, similar a
um processo de liberagao por erosdo da matriz, ou at€¢ mesmo levar a recristalizagdo do farmaco
na matriz hidratada. As modifica¢des na viscosidade do meio proporcionadas pelo carreador,
mesmo que no microambiente, sdo consideradas importantes no efeito de inibigdo de
precipitacdo. A medida que a viscosidade de uma solugio supersaturada aumenta, a mobilidade
molecular do fArmaco diminui em solugdo, aumentando a energia necessaria para a sua difusao
através da solugdo. Quando a recristalizagdo ocorre na matriz do comprimido, um rapido

crescimento dos cristais pode ocorrer a partir do material amorfo remanescente ndo dissolvido
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ou através do consumo da supersaturagdo alcangada durante os estagios iniciais de dissolugdo
(SUN; WEN; TAYLOR, 2016; TAKANO et al., 2020). Dessa forma, a utilizacdo do GA
ionizado obteve uma liberagdo mais rapida comparado ao GA, contribuindo para uma melhoria
na dissolucao do farmaco e prevencao de recristalizacao rapida da GSF.

Analises de DLS (Figura 31) foram realizadas a fim de confirmar a formacao de
agregados coloidais durante a dissolu¢do. Durante a dissolu¢do da GSF-Gaion BM em FaSSIF,
foram detectados agregados coloidais do farmaco com didmetro hidrodinamico em torno de
200 nm. Estes permanecem com tamanho relativamente estavel durante o intervalo de tempo
analisado, e mostraram um baixo indice de polidispersdo (Figura 31G). Um estudo prévio
relatou um efeito positivo na estabilizacdo de nanoemulsdes de GSF através do uso de lecitina
de soja e o sal glicirrizinato dipotassico, possibilitando que particulas com baixo indice de
polidispersdo fossem obtidas (TROTTA et al., 2003). Particulas com tamanho semelhante as
detectadas para a GSF-GAion BM também foram observadas durante a dissolu¢dao da
GSF-GA BM, porém com um alto indice de polidispersdo (Figura 31G) e uma menor taxa de
contagem derivada (Figura 31F), indicando uma maior instabilidade dessas particulas em
solugdo. A taxa de contagem derivada exibe o numero de fétons detectados por segundo. Este
parametro serve como um indicativo da qualidade e da concentracdo da amostra, enquanto um
aumento na taxa de contagem derivada pode indicar a formacao de agregados, a sua diminuigao
pode indicar a sedimentacao da amostra (OHUE; OHTAKE, 2013). Cabe relembrar que as
amostras foram filtradas em membrana com tamanho de poro de 8 pum, para separar os
agregados em solugao de precipitados com tamanhos particula maiores.

As analises de DLS mostraram que o meio FaSSIF puro apresenta micelas com raio
hidrodindmico variavel, com distribui¢do de tamanho bimodal em torno de 55 e 10, nas
diferentes amostras (Figura 31). Micelas com diferentes tamanho foram reportadas na literatura
para o meio FaSSIF (4.6 nm (PINTO et al., 2020), 7nm (XIE et al., 2014), 42 nm (FRANCA et
al., 2020b), 49 nm (INDULKAR et al., 2018), 70 nm (WIEST et al., 2018), 90 nm (LEHTO et
al., 2011). Diferengas no tamanho das hidrodinamico e carga superficial das particulas t€m sido
associadas as diferentes espécies coloidais presentes no meio (micelas puras de taurocolato de
sodio (TC) e micelas mistas de TC e lecitina (L)) e a instabilidade desses coloides em solugao
(WIEST et al., 2018; XIE et al., 2014). A dissolugado tanto do GA quanto do GAion provocou
alteracdo no tamanho das micelas do meio FaSSIF. A redugdo no raio hidrodindmico das
micelas na presenga do carreador isolado confirmam que os agregados formados durante a

dissolug¢do das dispersdes solidas (=200nm) sdo decorrentes da agregacdo
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coloidal/precipitagdo do farmaco. A dissolucdo da GSF QC ndo interferiu no tamanho das

micelas do meio.

Figura 31. Analises DLS durante a dissolugdo de superficie normalizada das formulagdes
amorfas e seus controles.
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6.3.5 Analises de ressoniancia magnética nuclear em solucao

Andlises de RMN em solugdo foram conduzidas a fim de investigar possiveis
interagdes intermoleculares do GA e da GSF com meio biorrelevante na estabilizacao de
solugdes supersaturadas do farmaco. Para fins comparativos os espectros das solugdes de GSF
e GA isolados ou em combinagao foram obtidos tanto em tampao pH 6,5 sem a adi¢do do meio
biorrelevante quanto no FaSSIF. Os sinais nos espectros de RMN 1H (Figura 32) para a GSF,
GA, taurocolato de sddio (TC) e lecitina (L) foram atribuidos aos seus respectivos hidrogénios
(Tabela A 1, na se¢io APENDICE), seguindo a representagdo numérica dos grupamentos da
Figura 33.

Os resultados obtidos neste trabalho (Tabela A 2) mostram que quando a GSF foi
adicionada ao meio biorrelevante (FaSSIF), foram detectadas modificagdes nos deslocamentos
quimicos (8) de sinais correspondentes ao farmaco (GSF6, GSF11) e ao meio biorrelevante
(TC3), comparados com os espectros do firmaco em tampao pH 6,5 e com o meio FaSSIF sem
a adicao do mesmo. Detalhes sdo apresentados na Figura A 3 e na Figura A 4. Em andlises de
RMN, quando um campo magnético ¢ aplicado sobre a nuvem eletronica dos elementos

quimicos, esta se movimenta constantemente. Essa for¢a aplicada induz a movimentagao desses
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elétrons no sentido do campo magnético, gerando um pequeno campo magnético que blinda
seus nucleos. Essa blindagem eletronica ¢ alterada de acordo com o ambiente quimico ao qual
o elemento esta submetido (como por exemplo, se 0 composto esta solvatado ou nao), podendo
ocorrer em maior ou menor intensidade e influenciar o deslocamento quimico obtido (LIMA,
2013). Assim, essas alteracdes nos deslocamentos quimicos detectadas para a GSF podem ser
decorrentes tanto da incorporacdo/adsor¢do do farmaco nas micelas do meio biorrelevante,
quanto o meio poderia estar simplesmente modificando o ambiente quimico e/ou capacidade de

solvatacao da GSF.

Figura 32. Espectro de '"H NMR (D,0, 300 MHz) da regidio correspondente aos sinais de
GSF, GA e FaSSIF.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A adicao de GSF a uma solugdo pH 6,5 contendo GA acarretou o deslocamento de
sinais (Tabela A 2) correspondentes aos hidrogénios do GA (GA 27, GA 26, GA 9), indicando
houve uma alteragdo no ambiente quimico mais proximo das regides correspondente a esses
sinais através da adi¢do da GSF, indicando a incorporacdo ou adsor¢ao do farmaco nos
agregados de GA. Estudos prévios mostraram que sinais dessas regides sao correspondentes
aos hidrogénios da aglicona, por¢ao hidrofobica do GA, a qual possui um papel importante na
formagao de micelas/agregados desse carreador. Ainda que ligacdes de hidrogénio entre os
grupos carboxila e O-H do triterpeno e residuos glucurénicos do GA possam ocorrer, €
reportado que a formagdo de forma micelas ou agregados coloidais de GA ¢ decorrente,
principalmente, de interagdes hidrofobica na aglicona (PETROVA et al., 2017; TYKARSKA;
GDANIEC, 2013).
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Figura 33. Estruturas quimicas moleculares da A) GSF, B) GA, C) Lecitina (L) e D)
Taurocolato de sddio (TC) comas respectivas numeragoes utilizadas na atribuig¢do de sinais de
RMN de 'H.
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Fonte: Adaptado de PETROVA et al., 2017; WIEST et al., 2018.

A adig¢do do GA ao meio FaSSIF possibilitou a detec¢ao de deslocamentos em sinais
(Tabela A 2) correspondentes aos grupamentos do GA (GA9) e do meio FaSSIF (TC18, TC12,
LH1). Os deslocamentos quimicos foram intensificados quando a GSF foi adicionada a mistura
FaSSIF + GA, sendo observados tanto em sinais correspondentes ao GA (GA 27, GA 26 e GA
9), meio biorrelevante (TC18,e TC19, TC7, TC12 e LH1), quanto ao farmaco (GSF21 e GSF6).
Deslocamentos na frequéncia de ressonancia desse grupo de hidrogénios do meio biorrelevante
(do TC e da L) para maior campo magnético (deslocamento para a esquerda) similares aos
detectados nesse trabalho foram também observados por Wiest e colabores na presenca de outro
farmaco, o imatinib, usado como quimioterapico em leucemia e outros tipos de tumores. Apos
uma investigagdo detalhada envolvendo também andlises NMR bidimensionais foi sugerido
neste estudo prévio que os deslocamentos observados foram decorrentes de interagdes
hidrofobicas envolvendo os grupos metila do TC com os grupamentos arila do imitimab,
provendo um diferente rearranjo na estrutura das micelas/vesiculas do GA (WIEST et al., 2018).

O meio biorrelevante possui uma estrutura coloidal complexa, formada pelo TC, uma
molécula anfifilica que possui um grupamento sulfato e cadeia planar (grupamentos hidroxila
localizados em uma face do plano, e grupamentos metila no lado oposto), e pela lecitina (L),

um surfactante que possui uma parte hidrofobica composta por 2 cadeias carbdnicas longas e
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uma parte hidrofilica composta por uma por¢ao de colina e um grupamento fosfato. Em FaSSIF,
ha a formagao de micelas de TC, por meio da interagdo de moléculas de TC entre si (ligagdes
de hidrogénio entre faces hidrofilicas e ligacdes hidrofébicas na outra face), e também ha a
formagao de micelas mistas, quando a lecitina ¢ adicionada a solu¢ao micelar de TC, esta insere
suas longas cadeias apolares entre as camadas hidrofobicas do TC (XIE et al.,, 2014).
Considerando a estrutura dos coloides formados em meio FaSSIF puro e os deslocamentos
quimicos observados nos espectros de RMN 'H do nosso trabalho sugere-se que, de forma
similar ao estudo de Wiest e colaboradores, o GA esta interagindo com o meio biorrelevante
(principalmente com o TC), através de interagdes entre suas por¢des hidrofobicos.

Essas interagdes foram capazes de alterar a hidrofobicidade dos agregados coloidais
em solucdo, afetando também o seu tamanho. Tais intera¢des tornaram o ambiente quimico
mais favoravel para que uma interacdo com farmaco ocorresse, levando a GSF a interagir com
os agregados coloidais mistos e fazendo com que a CAC do GA fosse também alterada na sua
presenca.

Analises adicionais de NMR, como analises bidimensionais, ainda sdo necessarias
para chegar a conclusdes mais especificas sobre a interacdo dos compostos em solucio.
Diversas limitagdes foram encontradas durante a obtengdo e processamento das andlises de
NMR, tais como: alta complexidade dos sistemas analisados (fairmaco, carreador e dois
surfactantes), baixa solubilidade aquosa do farmaco, levando a utilizagdo de uma baixa
concentracdo do farmaco nas andlises, além da baixa intensidade de campo magnético gerado

pelo equipamento (300 MHz), a qual influencia na resolucao dos espectros obtidos.
6.4 CONCLUSOES

Este estudo mostrou a aplicabilidade do GA como um carreador em dispersoes solidas
de GSF. A presenca do GA em soluc¢do alterou a solubilidade do fairmaco cristalino, a maxima
concentragdo de farmaco livre que poderia ser atingida em uma solucdo supersaturada e ainda
reduziu a permeabilidade aparente do farmaco a partir de solugdes supersaturadas em meio
biorrelevante. Dispersoes solidas amorfas com o GA foram obtidas com sucesso pela técnica
de moagem utilizando o carreador na sua forma 4acida e ionizada. Os ensaios de dissolugdo em
meio biorrelevante destas formulagdes mostraram uma melhoria na dissolu¢do proporcionada
pela presenga do carreador quando comparada ao farmaco amorfo isolado. Ambas as
formulacdes levaram a formacdo de espécies coloidais em solucdo. No entanto, a forma

ionizada do GA proporcionou uma maior liberagdo do farmaco comparada a forma ndo ionizada
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e proporcionou uma melhor estabilizacdo desses coloides, mantendo-os com tamanho
relativamente estdvel por 4 horas. Interacdes intermoleculares complexas parecem estar
ocorrendo em solugdo envolvendo o farmaco, o GA e os componentes do meio biorrelevante
(taurocolato de sodio e lecitina). Tais interagdes tornaram o meio mais propicio para a
dissolu¢ao da GSF e proporcionaram uma maior inibicdo de precipitacdo do fairmaco em

solugdes supersaturadas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi investigado o papel de diferentes aminoacidos e adogantes em atuar
como inibidores de precipitacdo da GSF. Esse farmaco apresenta rapida cinética de cristalizacao
em soluc¢do. Os resultados obtidos mostraram uma efetividade relativamente baixa na inibi¢ao
da precipitacdo pelos aminoacidos, um impacto intermediario no perfil de dessupersaturagao
do farmaco pela presengca da SAC e uma inibi¢do de precipitacdo consistente em solugdes
supersaturadas contendo o GA. Essas diferengas na manuteng¢ao dos sistemas supersaturados
foram provavelmente decorrentes das diferentes interagdes intermoleculares em solugao, em
consequéncia das caracteristicas fisico-quimicas dos carreadores.

Ainda, o aminoacido TRYP demonstrou ser uma alternativa excelente para a
estabilizacdo de sistemas amorfos de GSF no estado solido. Fato este de alta relevancia, visto
que sistemas amorfos desse farmaco apresentam alta cinética de recristalizagdo ¢ alta
instabilidade no estado sdlido, levando a uma conversao para a forma cristalina mais estavel
durante o seu armazenamento. Durante o estudo de estabilidade do sistema amorfo de GSF com
SAC, foi detectada uma recristalizacdo em 18 semanas, provavelmente devido ao baixo valor
de transicdo vitreo do sistema. Porém, a alta afinidade da GSF com o carreador SAC
proporcionou também a formagao de uma mistura eutética, a qual ndo apresenta como limitagao
conversao no estado solido durante armazenamento.

Dispersoes solidas amorfas podem promover melhorias na dissolu¢ao por meio das
alteracdes no estado solido e pela insercdo de moléculas hidrofilicas nestes sistemas, facilitando
a separagdo média entre as moléculas e reduzindo as forcas de atragdo intermolecular entre
moléculas do farmaco e alterando a sua solvatacdo. No entanto, a separagdo de fase
proporcionada pela presenga de umidade em so6lidos amorfos e as transformacgdes de fase
mediadas pelo ambiente aquoso no meio de dissolug@o limitam que ocorram altas concentragdes
do farmaco em solucdo (BELLANTONE, 2014; BOGNER et al., 2010; CHEN et al., 2018;
KLEPPE; HASKELL; BOGNER, 2018). Assim como em outros estudos envolvendo o uso de
aminoacidos uma capacidade modesta na melhoraria de dissolu¢do do farmaco neutro foi
observada e a GSF recristalizou rapidamente em solugdes supersaturadas contendo os
aminodcidos. Embora as propor¢cdes GSF-TRYP MB poderiam ainda ser otimizadas, no intuito

de melhorar essa taxa de dissolucdo e gerar solucdes supersaturadas, o aumento na velocidade
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de dissolugdo através do uso de aminodcidos parece estar relacionado com a formagdo de
ligacdes ionicas com compostos ionizaveis (KASTEN et al., 2019; LAITINEN et al., 2017).

Foi observado que presenga da SAC tanto na mistura eutética como na formulagao
amorfa, promoveu uma melhoria na dissolugao, levando a formacao de solugdes supersaturadas.
E relatado que componentes de misturas eutéticas sdo altamente misciveis no estado liquido,
fato este que pode ter justificado as melhorias na dissolu¢do do farmaco. Embora a SAC nao
tenha sido um eficiente inibidor de precipitacao/recristalizagao do farmaco, a SAC foi capaz de
tornar o ambiente mais favordvel para a sua dissolucdo, modulando levemente a
hidrofobicidade do meio. Alguns estudos tém testado a incorporagao do farmaco e do carreador
de baixa massa molar a carreadores poliméricos durante a obtenc¢do de sistemas amorfos, no
intuito de conseguir uma melhor estabilizacdo desses sistemas no estado solido, melhorar a
performance de dissolugdo e reduzir a quantidade de polimero necessaria na formulagao
(FUNG; BERZINS; SURYANARAYANAN, 2018b; LENZ et al, 2017; TELANG;
MUJUMDAR; MATHEW, 2009).

As vantagens proporcionadas pelas formulagdes amorfas GSF-TRYP BM e
GSF-SAC QC quanto a estabilizagdo da GSF na forma amorfa ¢ melhorias na dissolugao
mostram que esses carreadores sdo potencialmente promissores para o desenvolvimento de
formas farmacéuticas de GSF no tratamento de dermatofitoses. No entanto, sistemas contendo
a GSF e esses carreadores de baixa massa molar podem ainda ser aprimorados através da sua
associagdo com carreadores poliméricos, visando uma inibi¢do de precipitacdo mais efetiva,
visto uma baixa carga de TRYP e SAC foi utilizada nas formulac¢des desenvolvidas. A obtencao
um sinergismo entre as vantagens proporcionadas por carreadores de baixa massa molar e por
carreadores poliméricos poderia demandar uma menor carga de carreador na formulagdo para
proporcionar as melhorias de formulagdo requeridas.

O uso do GA como uma novo carreador/inibidor de precipitacdo ndo polimérico foi
testado para a GSF devido a sua maior hidrofobicidade em comparagdo aos aminoacidos e
demais adogantes. O GA foi capaz de alterar a solubilidade e inibir a precipitacdo da GSF em
solugdes supersaturadas quando previamente dissolvido no meio. Porém, quando foram
desenvolvidas dispersdes solidas amorfas desse carreador, a forma ndo ionizada do carreador
proporcionou uma menor vantagem de dissolu¢do quando comparada com a forma ionizada
(pH 6,5), provavelmente devido a modulagdo do pH do microambiente e a formacao de gel. A
maior velocidade de dissolu¢do do GAion impulsionou a dissolu¢do do fAirmaco, a qual pareceu

ser essencial para levar a formagdo de uma fase coloidal de GSF no meio. Embora agregados
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nas solugdes supersaturadas também tenham sido detectados também para a dispersdo solida de
GA, a recristalizacdo do farmaco pareceu estar ocorrendo concomitantemente.

O uso do meio biorrelevante nos ensaios realizados alterou a solubilidade do farmaco
quando associado com diferentes carreadores e alterou a cinética de precipitagdo do farmaco,
tanto acelerando quando retardando o perfil de dessupersaturacdo do fairmaco. Alteragdes na
hidrofobicidade do meio na presenga dos carreadores, € nas caracteristicas das espécies
coloidais existentes no meio levaram também a modificacdes na cinética de dissolucdo do
farmaco. Os dados obtidos neste trabalho ressaltam a importancia de utilizacdo de meios que
mimetizem os fluidos gastrointestinais no intuito de tentar prever o comportamento in vivo de
dissolug¢do e precipitacdo de formulagdes farmacéuticas quando submetidas ao complexo
ambiente proporcionado pelo TGI.

Os sistemas desenvolvidos neste trabalho sdao inovadores e considerados interessantes
do ponto de vista da estabilizagdo de sistemas supersaturados de GSF, tanto no estado solido
quanto em solu¢do, especialmente a formulacio GSF-GAion BM. Ressalta-se que valores
similares ou maiores que a concentracdo maxima atingida durante a dissolucdo da GSF-GAion
BM nunca foram antes reportados na literatura para este farmaco, devido a sua alta propensao
a recristalizacdo. Os resultados obtidos nesse trabalho também contribuem para um melhor
entendimento do impacto do uso de carreadores de baixa massa molar em sistemas

supersaturados de fArmacos com baixa solubilidade aquosa.
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Figura A 1. Capa do artigo publicado referente aos resultados apresentados no capitulo 11

desta tese.
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ABSTRACT

Griseofulvin (GSF) is an antifungal drug that has low agueous selubility and low oral bicavailability, Amorphous
systems are capable to promote rapid drug dissolution, usually affording concentrations above drug solubility in
the gastrointestinal tract (supersaturation) in order to promote better absorption. Thus, the aim of this work was
to evaluate the ability of amino acids, as hydrophilic carriers, to improve drug kinetic solubilization and to
stabilize GSF supersaturated solutions, as well as to stabilize GSF amorphous systems at solid-state. The effect of
5 amino acids on GSF precipitation behavior was investigated by solvent shift method. Amorphous systems were
developed by ball milling (GSF + amino acid 1:1 M ratio) and Quench Cooling (Lo obtain GSF QC) lechniques.
The samples were characterized by solid-state techniques, submitted to in vitro kinetic solubility studies and
evaluated under stability tests. Aspartic acid, methionine, valine and tryptophan demonstrated similar anti-
precipitant abilities in phosphate buffer pH 6.5. However, in FaSSIF biorelevant medium, tryptophan was only
one able to slow down the drug precipitation. The characterization of milled samples showed that an amorphous
system was obtained just using the combination of the drug with tryptophan (GSF-TRYP BM). At the higher dose
tested (0.850 mmol L.~ ') during in vitro kinetic solubility studies, this amorphous system increased the AUC in
FaSSGT (88.6%) and FaSSIF (58.2%) media when compared to GSF QC. Thus, the ability of this amino acid to
inhibit GSF precipitation appears to be dependent on ils concentration in solution and could be optimized.
During the stability study, TRYP inhibited GSF recrystallization in the solid-state for a period of 12 months,
whereas GSF QC recrystallized in 1 week.

1. Introduction

these cases, the use of polymers has been extensively studied. However,
sometimes, large polymer amounts are required in amorphous for-

Supersaturating drug delivery systems (SDDS), such as amorphous
systems, are very attractive strategies to improve drug absorption, once
this high energetic system could dissolve quickly and achieve con-
centrations above drug solubility in the gastrointestinal tract
(Brouwers et al., 2009). This condition, known as supersaturation, may
improve drug oral absorption when maintained for an extended time
interval during BCS II drug dissolution. However, supersaturated solu-
tions, as well as amorphous systems at solid-state, are thermodynamic
unstable. Commonly, pharmaceutical formulations require the addition
of excipients that could stabilize a drug above its solubility con-
centration in supersaturated solutions and in amorphous systems at
solid-state, in order to retard recrystallization in both situations. In

mulations to stabilize fast-crystallizing drugs (Chen et al, 2015;
Laitinen et al., 2017; Liu et al., 2015; Newman et al., 2018), making
polymer application difficult in final dosage forms of drugs with high
dose.

Recent studies have been introducing the application of amino acids
on the stabilization of amorphous systems, as a form of co-amorphous
systems. These systems comprise a combination of two or more low
molecular weight components that could form a homogeneous amor-
phous single-phase system. Small molecules, like amino acids, demon-
strated promising results about the solid-state stabilization of ionizable
drugs, when used as carriers in co-amorphous salts development
(Dengale et al, 2016; Kasten et al, 2016; Laitinen et al., 2017;

Abbreviations: AUC, Area Under the Curve; BM, Ball milling; BCS, Biopharmaceutics Classification System; DSC, Differential Scanning Calorimetry; FaSSGF, Fasted
State Simulated Gastro Fluid; FaSSIF, Fasted State Simulated Intestinal Fluid; FTIR, Fourier Transform Infrared; GSF, Griseofulvin; HPLC, High Performance Liquid
Chromatography; ASP, L-aspartic acid; LYS, L-lysine; VAL, L-valine; mDSC, Modulated DSC; QC, Quench Cooling; SEM, Scanning Electron Microscopy; SDDS,
Supersaturating drug delivery systems; TRYP, Tryptophan; UV, Ultraviolet; XRPD, X-ray Powder Diffraction
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Figura A 2. Capa do artigo publicado referente aos resultados apresentados no capitulo IV
desta tese.
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The ability of carriers to inhibit precipitation may determine supersaturating drug delivery systems capability of
improving poorly soluble drugs bioavailability. It was hypothesized that glycyrrhizic acid (GA), a potential drug
solubility enhancer, could act as a precipitation inhibitor in supersaturated solutions of the poorly soluble drug
griseofulvin. Also, it was investigated the effect of biorelevant medium on GA colloidal formation and on drug
phase separation. Phase separation studies were monitored by UV-Vis relative light scattering, UV absorbance,
drug fluorescence intensity, dynamic light scattering and polarized light microscopy. The impact of biorelevant

gﬁrrdl:;ic acid medium on GA colloidal properties was evaluated by conductivity, dynamic light scattering and pyrene fluores-
Precipitation inhibitor cence. GA maintained high drug supersaturated solution concentration in buffer pH 6.5 (=0.38 mmol L™ ') and
supersaturation FaSSIF (~0.60 mmol L 1) for 4 h. The FaSSIF + GA combination provided a colloidal microenvironment polarity
Poorly soluble drug similar to organic solvents even in aqueous medium, increasing the maximum free drug concentration
phase separation (0.89 mmol L") before phase separation and impacting on precipitation type. Amorphous aggregates, obtained
Griseofulvin. under these conditions, can sustain high free drug concentrations in gastrointestinal tract. The significance of this
paper is to show the use of GA as an effective tool to overcome the biopharmaceutical limitations of a poorly sol-
uble drug, such as GSF, enlightening the GA ability to form aggregates/micelles at biorelevant medium that could

act as precipitation inhibitor.
© 2019 Published by Elsevier BV.
1. Introduction thermodynamically unstable. Thus, precipitations can occur in super-

Over the last decades, the implementation of new technologies on
pharmaceutical industry's screening methods has been affording the
discovery of a large number of new active pharmaceutical compounds
with high lipophilicity. Consequently, these drugs also exhibit poor
aqueous solubility, which usually entails dissolution and bioavailability
impairments when they are orally administered [1,2].

The modulation of drug solubility properties has been explored
through many formulation strategies, such as supersaturating drug de-
livery systems. By dissolving quickly, such systems lead to a prominent
drug supersaturation (temporary drug concentrations above its satura-
tion solubility) in gastrointestinal fluids [3,4]. However, supersaturated
solutions have an increased chemical potential (compared to corre-
sponding saturated or unsaturated solutions), making this condition

Abbreviations: DLS, dynamic light scattering; FaSSIF, fasted state simulated intestinal
fluid; GSF, griseofulvin; GA, glycyrrhizic acid; PBpHE6.5, phosphate buffer pH 6.5; PLM,
polarized light microscopy.
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E-mail address: hellen stulzer@ufscbr (HK. Stulzer).
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0167-7322/© 2019 Published by Elsevier BV,

saturated solutions, reducing drug concentration and losing the advan-
tages of these systems |5,6]. Besides the inherent recrystallization
propensity of the drug, the ability of supersaturating drug delivery sys-
tems to hold out recrystallization facilitated by the solvents, over a de-
sired time, also depends on the ability of their constituents to postpone
nucleation and crystal grow process [7]. Current in vitro and in vivo re-
searches have shown that during dissolution of supersaturating sys-
tems, the reached drug concentration might surpass the limit of free
drug miscible in an aqueous medium, when recrystallization is effec-
tively inhibited. Thereafter, a phase separation might cause formation
of drug colloidal aggregation, as well as amorphous precipitation, Al-
though these amorphous aggregates are not able to permeate through
biological membranes, they can quickly dissolve, maintaining supersat-
uration at high concentration levels through replenishing absorbed
drug fraction [8-10].

The gastrointestinal fluid composition affects hydrophobic drug sol-
ubility and precipitation [11,12]. Nevertheless, the bile salts contribu-
tion on supersaturation maintenance is usually not enough to avoid
recrystallization and, sometimes, even have the opposite effect for
some drugs. Biorelevant media application in supersaturation studies
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Tabela A 1. Deslocamentos quimicos nos espectros de 'H NMR (D,0, 300 MHz) de
griseofulvina (GSF), acido glicirrizico (GA) e meio biorrelevante (Taurocolato de Sodio (TC)
e Lecitina (L)), obtidos de forma independente em tampao pH 6,5 ou em associa¢ao.

Deslocamento quimico (3, ppm)

Codigo grupamento correspondente GSF+ GA + GA + GSF + GA + GA + GSF GSF +
pH 6,5 pH 6,5 pH 6,5 FasSIF FaSSIF + FaSSIF FaSSIF

TC 18 (s) - - - 0,7062 0,7005 0,6956 0,7054

GA 24 (s) - 0,7899 0,7871 - 0,7920 0,7895 -

GA 28 (s) - 0,8112 0,8109 - 0,8152 0,8130 -

GA 5 (s) - 0,8595 0,8566 S S -

TC19 (s) - - - 0,9054 0,9005 0,8971 0,9050

GSF 15 (d) 09148 | - 0,9128 - - S S

TC 21 (d) - - - 0,9754 0,9772 0,9734 0,9741

GA 23 - 1,0196 1,0179 - 1,0224 1,0197 -

GA 29 - 1,0492 1,0483 - 1,0531 1,0511 -

GA 25 - 1,0992 1,0965 - 1,1007 1,0982 -

GA 27 - 1,1054 1,0965 - 1,1069 1,0982 -

GA 26 - 1,3919 1,3812 - 1,3919 1,3856 -

GA 9 (s) - 2,5536 2,5350 - 2,5400 2,5315 -

GSF 4* (dd) 2,5726 | - S - - BI BI

GSF 3 e 4b (m) 2,74- - 2,76-3,00 - - BI BI

3,05

TC 26 (t) - - - 3,0672 3,0686 3,0652 3,0642

L4 - - - 3,2394 3,2374 3,2353 3,2385

GA3¢e2B - 3,2994- 3,2860- - S* S* S
3,3994 3,3941

TC 3 (m) - - - 3,4809 S* S* 3,4874

GA 4%, 4B, 3B - 3,5032- 3,5011- - S* S* -
3,5570 3,5527

TC 25 (1) - - - 3,5573 3,5572 3,5543 3,5554

GA 5A, 5B, 3A, 2* (m) - 3,6304- 3,6294- - 3,6304- S* -
3,6911 3,6947 3,6979

L2 - - - 3,6742 S* S* 3,6763

GSF 18 (s) 3,7235 - 3,7230 - - 3,7186 3,7215

TC7 - - - 3,8829 3,8789 3,8731 3,8804

GSF 23 (s) 3,9984 | - 3,9949 - - 3,9980 4,0020

TC 12 - - - 4,0421 4,0366 4,0295 4,0399

GSF 21 (s) 4,0847 | - 4,0882 - - 4,0765 4,0830

LHI - - - 4,3009 4,2930 4,2893 4,2993

L db - - - 5,2945 5,2970 5,2940 5,2929

GA 12 (s) - 5,6824 5,6811 - 5,6848 5,6826 -

GSF 6 (s) 57464 | - 5,7451 - - 5,7392 5,7408

GSF 11 (s) 6,4750 | - 6,4749 - - 6,4794 6,4803

Legenda: *O deslocamento quimico de alguns préton nao foi determinado devido a sobreposi¢ao de picos (S) ou
baixa intensidade do pico (BI). As atribui¢des dos grupamentos correspondentes a cada deslocamento quimico
foi realizada por comparagdo com dados existente na literatura ((GSF, RIBEIRO et al., 2012)(GA, PETROVA et

al., 2017) (TC e L, WIEST et al., 2018)).
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Tabela A 2. Alteracdes detectadas nos deslocamentos quimicos de 1H NMR (D20, 300 MHz)
da GSF, GA e meio biorrelevante em associagdes, quando comparados aos espectros de cada

componente independente.

Alteragdes no deslocamento quimico de protons (AS, ppm) em comparagdo a cada componente
Codigo grupamento independente em cada meio. *
correspondente GA + GSF + GA + GA + GSF + GSF +
pH 6,5 FaSSIF FaSSIF FaSSIF
TC 18 (s) - 1,71 3,18 -
TC19 (s) - - 2,49 -
GA 27 2,67 - 2,16 -
GA 26 3,21 - 2,49 -
GA 9 (s) 5,58 4,08 6,63 -
TC 3 (m) - - - 1,95
TC7 - - 2,94 -
TC 12 1,65 3,78 -
GSF 21 (s) - - 2,46 -
LH1 - 2,37 3,48 -
GSF 6 (s) - - 2,16 1,68
GSF 11 (s) - - - 1,59

Legenda: *Foram descritas na tabela apenas Ad superiores a 1,5 Hz.
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Figura A 3. Expansao do espectro de RMN de 1H (D;0, 300 MHz) da regido correspondente
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura A 4. Expansao do espectro de RMN de 1H (D20, 300 MHz) da regido correspondente
aos sinais de GSF, GA, TC e L regides 3,8-4,3 ppm, 2,4-2,8 ppm ¢ 5,5-6,5 ppm.
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